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(57) Die Erfirdung beschrcibl e\n Expressionsplas- 
rr id das erne dicistioniscne Trarsknptions- Trnnslriti- 
onseinheit erthalt. vvelche ene Sequcv fur ein Fremd- 
pro'.oin und eine Sequen/ fur ein Fusionsprotein um- 
faG: wobei das "usionsprotein rnndestens eiren Se- 
IcKtions unc mndestons etnen Amplifikationsrrarkcr 
enthalt. 

Weitcrs ist en Verfahren /ur Hgrstellung ven 
F-"9'ndproteinen unter Verwand jrg der erf ndungsge- 
rrarten Plasmide oeschrieben sowie mit den erftn- 
durgsgemaften Plasmid transfoTnierts Zell men 
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Beschreibung 

Die Erfindung cetrifft Exeressionsclasrr ide die erne dicistromsche Transknptior s- Translationseinheit enlhalten 

Die Expression von Proteinen in eukaryont schen Zellsystemen ist em qangiges Verfahren in der Biotechnolocie 
s geworden D e meistverwendeten Plasmidvektoren wjrden fur die effiz ente Expression von Fremdproteiren kcnstru- 
icrt unc cmhaltcn untcr arderon 'olgondc gcnctische Elcmcme eircn baktcricllen Fcplikatiorsursprung ("Origin of 
Replication" on) einen eukaryontischer Promo'.O' fur die Trar.s^r pticnsinit ation des Fremdcens eukaryont sche mR- 
NA-Prczessierurgssignale Polyhnker welcne multiple Restnktions-Endonuclease-Schnittstellen fu' die Insertion der 
F-emdaDNA beinhalten und Selekttors- und Amphf ikationsmar ker fur die Selektion und IdentifKation von Zellen die 
^0 die trarsfiz ele DNA aufgenomnnen haben 

De r Selektionsmarker ve'mrtelt der Zielzelle die Fahigkeit in einen gegebenen Medium zu uberleben Dies kanr 
durch Supplement eren eirer fenlender Stoffwechselfunkticn gcschehen oder durch die Egerschaft trotz Prasenz 
eines toxischen Acens zu wachsen 

Rezessive Resistc-nzgene konnen nur in solcher Wirtssystemen verwencet werden welche hinsich'.lich der un- 
tersuchten Selektionsaktivita: defizient sine Das Dhydrofolat-Reduktase-Ger (dhtr) ist der am meisten verwendete 
rezessive Se ektionsmarker Seme effi7i-3nte Vcwencung ist auf dhfr-defiziente CHO-Zellen beschrankt Die Dihydro- 
folat-Reduktase katalysict die Feduktion vcn Foi.it zu "etrahyc-ofolat [F^i FH 4 se nerseits wird fur die Biosyrthese 
von Glycir a us Serin Tnymdn-Monophosphat aus Deoxyur din-IVoncphospha*. und *"ur die PLnr-3iosynthcse benotigt 
Methotrexat (MTX) eir Fc at-Analogon bindet und mhibiert d e Dihydrofoiat-Reduk'ase und bewirkt dam it den Zelltoc 
20 der exponicrten Zellen 

Dominarto Fesistenz ije-e finder unabhangig vom 3erotyp des Wirtssystoms Anwendung imd smd somit in alien 
Zellen universell verwendcar Zu dieser Gruppe zah en jnter arderem das Adenosir-Ceaminase-Gen (Kaufman et al 
« Biol Chem 2619622 " Q 86i die Antibio:ikaresistenzgene we zum Beisp:ol das Neomyc rv^hosphi^ansferase- 
Gen (Southern und Berg J Viol Appl Genet 1 327 1962) und das Hygromycin B Phosphctransferase-Gen !hph 
25 Blochinger and D:qgelmann Viol Cell Biol 4 2929 1934) 

ObwcN haup:sachhcr )r ils rezessive Selektionsmarker n dht'-deft/ienten ZeNen eingesetzt :jibt es Moghchkeiten 
das dhfr-Gen untcr bestimmten Vcrausset/ungen auch in ZePen mit endogener dhf r -A\tivr.a: zu nutzen Z.im Beisp el 
vermocer 'ransfizierte Zel er du r ch Verwendung eines stacker ^romotors fur die T^anskr p:ion lies enccgenen dhfr- 
Gens in rr-oderatjn Metho;re<at-.cnzentrationen /u wachsen Die M^X-Kon/enrat on mui3 n diesern Fa I holier sein 
JO als die MT K-Konzentration cue von dem endogenen dhfr-Gen kompensiert we* den kanr Bei diose' Methode muG 
man allerdings viele taisch positive Zellkione in Kauf nehmen 

Weiters gibt e;s die Moglichkeit en mut ertes dnfr-Gen als dominanten Selektionsmarker eirzuseizc" (Simonson 
■jnc Levin 3or PNAS90 2495 1 r <~3 Mclvc r unc Simcnsen NAR18 7C 25 ff 1990) Diese mul lerten dhfr Gene haben 
einc dcutl ch ger nge r c A f4 nitat zu MTX und es si dahor moguch hoherc MTX-Konzentrationon cmzusctzcn as not 
35 wendig si n d um aie endogene Dihyarofolat-Reduktase zu naktivieren 

Eine ancere Vogliehkeit steilt die CctransfeKion des drVr-Gens mit einem /usatzhchen dominanten Selektions- 
marker - / B den Neomycin Phcspnotransferase -Gen fur die Resis'enz gecon Geneticin (Southern s.ipra) - das 
anschlief3e~de Lrerfunren der Genetic r-resistenten transfizierten Zellen in Methotrexatahaltic.es Medium dar (Kim 
anc Wold Cell 4=' 12° 1 Q 9 5- ) Nach emer Cotransfektion werden aherdings oft falsch positive Klore identifiziert die 
nur das dommante Selektiorsmarkerplasmid aufgenommen haben 

Duxh srhonten Selektionscruck kann man eine Amplfikation des Resisterzgens und der angrenzenden Gene 
becbachten Das chfr-Wildtyp-Gen karn mit steicencen MTX-Kcnzentrationen uber v ele Runden steigenden Amph- 
fikationsdruckes 1 OOOfach und mehr amplitiziert werder wahrend amp ifizierbare dom nante Marker wie das mutierte 
dhfr-Gen oder das Adenosm Deaminase-Gen ru r be^renz: zwe bis drei Schntte amolifiziert werden konnen Durch 
Hygromyon B-Korzentrationssteigerung kcnnte bisher keine deutliche Amplnkation beobachtet v\erder (Wirth una 
Hauser "Genetic Engineering cf animal cells" in "Genetic Engineering of Animals" H-sg Punier Verlag O emie Wem- 
heim (1993) 1-82 Kaufman Metnods in Enzymology Bd 185 (1990. 537-556) 

Das System dhfr-Selektion MTX-Arnplifikatior steilt daher cen am hauf gsten verwendeten Ansatz zur Etabherunc 
hoch-expi imierender Zelhnien unter Anwendung der Coexpression heteroioger Gene dar 
so Auf Grund seiner rezessiven Wirk jrgsweise wird seme Verwendung jedoch weitgehend auf dhf'-den/iente CHO- 

Zellen beschrankt 

Erste Ansatze zur Soexpression und Coamolifika:ion von dhfr und einem Fremdgen wurden durch Gotransfektior 
von zwei p lasmiden qemacrt Die Plasmide werden dabe in dhf r-detiziente Zellen transfiziert Eine Cotransfektion 
bnrgt allerdirgs den Nachtei mit sich da(3 em Teil der transfizierten Zellen durch cie Selektior nur das chf r-ertha tende 
Plasmid und ntcrt auch das zweite Plasmid aufmmmt 

Eine Vereesserung der C eexpression erreicht man wenn das Markergen und das Fremdgen auf einem Plasmic 
anceordnet werden M t dieser Vethoce wurden unter anderem humanes Irterferon |j i McCo r mick et at Mel Cell Biol 
4 166 l Q r*4) humanes Interferon y (Haynes und Weissman NlcI Acids Res 11 687 1 Q 83 ) und humanes Interleukin 
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2 (Onomichi J Biochem 102 123 1957) expriniert. Die Autoren verwendeter Plasmide tn denen das dhfr-Gen und 
das Strukturgen jeweils einen eigenen P-omotor haben Als Express onszell nie verwenden die Aif.oren eine dhfr- 
defiziento Hamsterzelt nie CHC 

Die Ab^cpplung von der dhtr-defiz enter Zelhnie CHO z jr Amohtikation und Expresstor von Fremdprotonen durch 

5 Verwordung rnutierter dhfr-Gene vvurde von Simonsen 9' a und Mcivor et al (supra) versucht Da aber die mulierter 
dhfr-Gcnc schon von vornnereir woscn:lich nohcrc MT> -Kcnzcntrationcn tolcricrcr lasson sic sicn mcht mehr ubcr 
so viele Scnntte anplifizieren ve r glicneo m i derr MTX-sensit ven Wildtyp dhfr-Gen 

Em anderer Weg um das Scektrum der moghche-n ExDressiorszelllinien zu erweitern wurde von Walts et al 
oingeschlagen (Gene 31 129 '939) Hier wurden Plasmice verwende: in denen auBer den rezessiven Amplifikati- 

W onsmarker dhfr auch cor ccmmante Se ! eMionsmarker Hyoromycin B Phosphotransferase vorhanden ist Die beider 
Varkerqene und das Fremdgen Protein C oilden jewoils c ne eigene ^anskripnonsetohet woboi jeces dieser Gene 
.inter dor Kontro le eires separator Prorrotors sterr. n d ese m multicislronischen Expressionssystem wird nur eir 
oinziger Klon erhaken aer nach Hygromycin 3 (Hy B)-Se el- tion und anschliessender dhfr-Amplif kation auch vermehrt 
•e^ombnantes Prctein C exprirnerr Andere Klone sine zwa' auf Hy B selekticrbar mcht aber dnfr-amphfi/ierbar 

■5 Ea alle Systeme d;e das Wildtyp dhf*-Gen verwen:;on in dor Re:i-?l auf dl" fr-defi/ ente Zellen besenrank: smd 

-iaben Wernicke jrd Wii- (Aral Biochem 2C3 1 46 1 992) cno CotransfoMion von droi Plasmidcn die jeweils das dhfr- 
Gen einen dominanten Marker und das P'remcproteingon enthalten vcgeschiagen Sie sto-len alle'dings test dai3 
'Jas Fremagen irumarer Plasnmnogen-Akuv-aton durch Emsatz von zwei Marker r cht vermorrl expnmiert wird 
Eire weiiere Verbesserung des Expressionssystem s .v«rd djrch erne noch nane-e Kopplung der beicen Gere 

-0 -Jhfr unj Frerndgen versucnt Cie oeidon Gone werden in em -lasmid unter aer K:ntrolc vor ou' emem Prcmotor 
■jestellt. wcbei auf der gobilceton mRNA aas Fromdger gcfc-lgt von der Marker gen a s dicistroniscne RNA /u 'inder 
v=nd 

G email der E P -B1 j 247 1-5 werden Vektoren beseh- icben in denen entweder em rVarkcrgen jnd en Gen fur 
oin beliebicos Frerndproiem ode- nmdestens zwe Mar-.cgene und e n Gen fur em Fremdprcte'n in cine dicistronsche 
rRNA trans* ribier: werden Vergleicnt man die Transit orsefti/ienz zweier offener Lese-ahmen (ORF) in dicistron 1 - 
s-chen RNAs in sc chen Korstrukten sd stellt man tes t dai3 die Transiationsin tiation des stromabwarts gelegenen 
ORFs urn das ca lOOfaehe ineffizientor verlauf* als am stromaufwar.s ickalisierten AUG des ersren ORFs (Kaufrnar 
et al EMBCJ 6 187 i 967 Kozsk Mcl Cell Biol 7 34 35 l Q e7i De' rtromairwarts liegende ORF bzw der fur cie 
Zeile mcht e^sentieile ORF (Fremdgen i karri nierbei s«f net! uuich De elior und DNA-Fear ranee-rr ents verier en ge- 
ner n don 3eisp oler de' EPB1 0 247 1^5 wird auch nur die theoret.sche Expression ernes Frenrdgens in CHO- 
Zoilen besch leber alleidmgs 'eh en die Expressionscater Durcn die Klomerj-'g von emem dorniranter Markerger 
/usatzlch zun dnt'-Gen wurde versucht das Soektrun de- mog ichen Expressionszelhnien uber die dhfr-detiz enten 
CHO-Zsllen hinaus zu erweterr Die Chance einen Men der a le dre> Gene beinhal: zu erhaten ist alle r dings auf 
Grund der oben diskut crtcn Evictions- jnd DN A-Rcarranqcmcntsprancrrenc auBcrst goring 

^ Um die Kopplung des Ma* 1* e'gers mil com Fremdcr stem boizubena ten aber ance r e r seits Rearrangements jiic 

leletionen zj reduzie'en wurde versucht zwischen jio dicis:ronischen Losorahmen 3eg jenzelemente an dener 
Ribosomer intern zu bmden vermogeo einzubringen D-ese Sequonzelemente -verden "Internal Ribosome E ntry Sites' 
■ IRES) genannt und wurden erstrnals in der Farrtlie der P:cc-rnaviren gefuncen D e 5'-untranslatierten Regionen UTR) 
von Po lovrus (Pelletier and Sonenberg Nature 334 320 195c) md Enceoha omyocardit s (EMC) Vrus Jang et al 
^ Virol 53 1651 1969 sind m der Lage m Ze len de interne 3mdung der Fibosorren und damit verbunden die 
'^anslat onsmitiation an mRNAs zu ve r mitteln Durch Insertion dieser Sequenz zwischen cie beiden oienen Leserah- 
-^en i Fremdprotein und Selektonsmsrker) erreicnt man erne gekopoeite unc dadurch eiizicn;ere Translation auch 
des stromabwars legenden Leserahmens n der dicistx-mschen Emheit (Jang sup-a) und vermeide: so Rearrange- 
ments und Deletonen (Kaufman Nuc: Acids Res 19 4465 1991) In tricistronischen Konstruktioner in denen dem 

^5 dntten Cistron die I RES-Sequenz vorgeschattet -st wrd zummdest der zwe te OFF deletiert Ist hingegen dem zwe-ter 
Cis:ron die IRES vorgeschai:et sc wird der dritte ORF rur maQ g bis gar mcht translation Er unterheg: den Gesotzen 
wie sie fur dicistronische Konst r uktionen ohne IRES gelten (Jang supra. 

GemaB der DE-A 42 26 45S wird dieses System benutzt um eine multicistronische Expressicnsemneit zu ken- 
slruieren weiche die aquimclare Expression der in den |eweihger Cistrons positionierten Gene erlaubo Stromabwarts 

50 der IRES Sequenz ist eine Nukleotidsequerv 'Y' eingefugt die die geforderte aquimolare Expression der Fremdgene 
oev/irken soil Diese Expressionseinheiten sind msbesondere zur Herstellung von re^cmbinanten Proteinen geeignet. 
die aus zwei ode" mehoercn Protemunteremheiten bestehen A s Beispie; fur solche "ekomb nanten P^ote ne wrd das 
Gen fur den "Pla:e et Derived Growth Factor" cer aus einer A- und B-Kette besteht mit diesem System exprimiert 
Die Verwendung ernes Fusionsproteins aus zwei dominanten Selektionsmarkerr wird in cer WO 92/06796 be- 

^ sohneben Horbei wird em positiv selektierbares Gen (Hygromycin B- p hosphot r ansferase hph) und em nega:iv se- 
iektie r bares Gen ( "hymidinkmase des Herpes Simplex Viruses HSV-1 TK) so fusioniert daB dem ertstehenden Fu- 
sionsprotein der C-Termirus des Hygromycin B-Protems und der N-Terminus des HSV-1 TK-Proteirs tehlt Es wire 
qezeigt dad das Fusionsprotein bifunktionell aktiv ist und eine dieses Gen exonmierende Wirtszelle einen dominant 
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positiv selektierbaren und negatv seieknerbaren ^henotyp bekcmmt 

Em eberfalls bifunkticnelles Fusiorsprotein konstruierten Schwartz et al (PNAS 55 10416 1991) Die Autcren 
fusionierten das H5V-1 TK-Gen mit dem bakteneller Neomyc r -Phosphotransferase meorGen in der Art daB das 
am C-Terminus noditizierte HSV-" TK-Gen an das Startkodon oes neo-Gens nr Leserahmen hgier wurce 

$ Alle bisher beschriebenen Strategien zur Optimierunq der Expression wuraen e'arbei:et um Fremdproteine ir 

groBcm MaBstab hcrzusteMon Zum Beispicl braucht man zur Hcrstellung von rcKombinantcn Impfstoffen oino groBe 
Venge gereinigter Proteine Fur die Behandlung von Patierten mit Defekten in der Blutgennnung ist die Ver'ugbarkeit 
vcn grcBer Kontingenten ar Plasmaprcteinen von irrmenser Bedeu:ung 

Prothrombin konnte vor Jorgensen et at u Biol Chcm 2E2 6729 1957) in CHO-Zellen ohne Amphfiha:ion in 

io einer Konzent ration von 1 00 rg F rothr ombir > 1 0 6 Zellen m r £ 4 h exnnmiert werden Nacn Amphfikaticn ube r dhtr .A/aren 
die Ausbeuten bei 5-11 mU Froth romb n 1 06-Ze en in 24 h Duir;h Expression von Protnrombin mit dem Vaccinia Virus 
System konnte eine Expression von 13-23 nU/1 0 6 -Zellen '..nd Tae, erreicht werden (Falkneret al Throm and Haem 
65 119 ^ 992) 

Die cDNIA fir den humaner Faktcr VIII kodiert fur 2331' Aminesajren m Plasma liegt a lercings nur em B'uchtei 
■s v:n Faktor VM als emkeitigos Protein vor Die vorherrschcndo Fak:or VII -Spe/ies ist em Zweikettenmolekul bestehenc 
a us einer leicnten und einer unterschiedlich iangen schweren Kotte Erste Versuche rekomDmanlen Fakxr VIII /u 
expr.mieren stellten sch als schwier g heraus da die Fr j/essiorung eines so kornoli/iert aufgebauten Proteins m 
Wirts/ellen sehr inefficient djrchgefuh rt wird Kaufman et -;l (J Big: Chem 263 6352 1 955) konnten in noch-ampli- 
fizierten CHO-Zellen '20liM bzw ImM VITX) maximal HJ FVMIc 10 5 -Zellen in 24 S*.unden axprimioren. Diese- Wert 
20 kam naeh 1 COOO-f&che r Express onssteigerung zustanco Anfan : s lag die FVM c-Expression nur am Rande dor Nach- 
weisgr en/c 

Menrere Ansatze -aben dann qezeigt :JaB em reh ombinantes ^aktcr VI l-F rotein dem em groBer Toil der schworen 
*ette f eh It eoerr'a Is oagjlative Eigenschaften besitzt die vcm natven Molekul nicht zu untcschoiden sind (Eater 
et al Biochemistry 25 5343 1 986 Mortens et a' Brit. J Haematol 35 133 '993) Auch n vivo wird dem Faktor VI II 

-S ourch P r ozessierung d e B-Domane abgespalten Menrere Autcrenqr jpper konnten scgar zeigen daB die Expressicr 
von B-Dorranen-delotiertem -aktor V II wesentlich besser tunktnniert als gig Expression der kompletten Faktor VIII 
cDNA (Too e et al 3 NAS 53 5939 1986 Pittman et al Blood 51 _ 925 1992) Diese L teraturstellen qeben K-20fach 
f chore Expression vor deletiertem FVIIi gegenuber FV lie -in Die se Expressionswerte korrten jedocn erstrach Am- 
Ll-fikation auf UiM b/w 5uM MTX und vWF-Coexpi ess on jneicil werden 

30 GemaB der US-A 5 1 71 544 konnte die Faktor Vl lOe etionsmutarte FVIlldB92S in COS-Zollen transient ir einei 

Konzertraton vcn 15 rrU^n m 48 h Kultur exprimiert wercen 

GomaO der EP-A C 351 586 wird em Cxpressionsptasmic mt einem ~ak*.o r VIII dem die Aminosauren 740 b s 
1649 fehlen jnter der hortrolle des Huhner ^-A^tin-^romctors besehneben Wird dieses Plas^id mit einem zweiten 
dhfr exonrriorcndcn P asm id in CHO-Zcllcn kotransfizicrl und ansohl oBond mit 10 nVI MTX arnclifiz crt kann man die 

? 5 E<pression von FVIM C von ca 350 rrU 10 6 ZoI en pro ^agauf 1300 mU/10 6 Zelen p^o Tag erhohen Im Verqleich zu 
dieser Kotransf ektion zeigt aie Transfektion mit einem Plasm id in dem sicn scwohl das dhfr-Gen unter KontroLe des 
SV40-Promotors als auch de cONA des deletiorten Faktors VII unte' der Kontrolle des Huhrer |vActin-P r omotcrs 
tefinden eine weit cenngere Inriaiexpression ces Faktors VIII v\ie das nicht amplifizierte monocistronische Plasm d 
Dc Humane Faktcr X wurde in dhfr-deti/ienten CHO-Zellen r nit einem Plasrmd exonmiert welcnes die Fak:or IX- 

4 o cDNA und das dhfr-Gen unter cor K.ontrol'e des Adenovirus majcr late-Promo:o^s exprimiert 'Kaufman e: al J Biol 
C nem 261 9622. 1 956) Doch se=bst bei Amohfikation mit 20 nM MTX wurden bei bis zu 1 58 0 M'^ml erhaltenem Faktor 
IX nur 0 2 bis 4.4° 0 tunktioneller Faktor IX produzien Das von Ballanc et al beschriebene CHO-Expressicnssystem 
eireicht bei etwa 2,ig Faktor IX/ml und 24 Stunden nur etwa 30°c- funk:ionelten Faktor IX (Eur w Bochem 1 72 565 
1 ( ^55) In der WO 56/06408 wird auBerdem beschrieben daB von nicht amp ifiziereo CHO-Zeller^ rur " 5ng Faktor 

J ^ IX. ml und 24 Stunden oroduzier: werden 

Proteir C wird von Gnnell et al (Adv Appl Bictechnol Seriesll 29 1 990 ) in iniHalsele^tierton nicnt amphfizierten 
Zollklonen in einer ma< malen Menge V3n 1 15 ag/ 1 C 6 -Zeilen und Tag exprimiert GemaG cer US 4 775 624 werden 
1 5 ug'ml Protein C in CHO DUKX B1 1 -Zellen expnmier: Auch in der EP-B' 0 266 1 90 wire eine Protein C-Expression 
von 1 -2 ug/1 0 6 -Zellen n BHK und 293 Zellen dokumen-iert 

so Die vorliegende Erfmd jng stellt sich daher die Au'gabe em System zur Verfugung zu stellen das eine Expression 

eines Frerrdprotems m honer Ausbeute und Remheit e moghcht 

Diese Aufgabe wird ertin dun ^sgemaO gelos: dure h e in Expressior^splasmtd das eine die istronische Transk rip t ions - 
Translationsemheit entnalt welche eine Sequenz fur e n F'emdproteir und eine Sequenz fur em Fusionsprote n um- 
faB: wobei das Fusionsprotein aus mincestens einem Amphfikationsmarkerprctein und mindestens einem Selektiors- 

55 markerprotein besteht Die erfindungsgema 3en Expressionsplasmide ermoghchen bei der Expression von Fremdpro- 
teinen in dafur geeigneten eukaryontischen Zelen einerseits em sehr hones Verhaltnis von Fremdp r oten exprimie- 
render Klonen zu den Gesamtkloren urd andererseits eine uber aschend hohe Initialexpression der Fremdprcteme 
Eine bevorzugte Ausfuhrungs*'orm des erfindungsgemaBen Plasm ds umfaBt zusatzhch erne interne Rioosomen- 
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bindungssteile welche eine zuverasstgei e Translation der gesamten m-RNA gewahrleistet 

Eine besonders bevorzugte interne Ribosomenbindungsstelle ist die 5"-nicnt-translatierte Region des Encephalo- 
rryocarditis-Virus (ECMV 5'UTR) Diese ermoglicht eine besonders cute B-ndung der Ribcsornen im mternen Beretch 
der mRNA wodurch die Translation ernes weiter s:romabwarts I egenden of enen Leserahmens posttiv beemfluOt wtrd 
s GemaB eine r bevorzugten Ausf uhrungsform der erfind jngscernaRen D lasmde iiegt die kociierende Sequenz fur 

dr-is Frcmdprotcm 5 und die kodiorcndo Sequenz fur das Fusionsprotem 3' von der mternen Fibosomonbindungsstol c 
Diese Anordnung ermoglicht eine maximale Ausbeute &n Fremdprotem da das Gen fur das Fremdprctein unmittelbar 
nach dem Promoter Iiegt und damit optimal trarskribiert wird 

Cas Fremdger und die Sequenz fur das Fusionsprotem sind vorzugsweise in eine dicis:ronische mRNA transkri- 
w bierbnr weil dadurch a\e TransKnption/Translation in einfachster Weise ablaufer kann 

Die erfmcungsgemaOen E xpressionsplasmice wercJen bevor/uqt von emem einzigen. moghchst starken Promoter 
kontrolhert beispieisweise durch den CMV- den SV40- den hurnanen |5-Actm- oder verglechbare D romotoren 

Zusatzlich konnon die erfindungs:jerr,ai3on Piasnide em Intron vorzugswe se das Intron ces SV 40 t-Ant gers 
das 16s/19s- ntron cder dns erste (ntrcn des hurnanen |*-Actn-Ge?n3 und-oder em Polyadenyho- ungssiqnal vorzucs- 
'5 weise das der fruhen odor soaten Transkriptionsemheit des SV O-Virus enthal'.en Auch diese Bestandteile errnoq- 
hcher optmierte Expressionsraten des -remdprorems 

GemaB eine r bevor/u:|ten Ausfuhrungsforn des erfneuncsgemaften Plasmids besteht die Secuenz fur das Fj- 
S'onsoroten aus zvvei Teilsequenzen nam ich emem hochampl ti/ierbaren Amolifikationsnarkerger vorzugsweise 
dem Dihydrofolat Fleduktase-Gen und emem 3elekuonsmarke r gen vorzugsweise dem Hygrcmycin 3-Phosphotrans- 
-0 ferase-Gen 

Cas Dihydrofolnt Re lijk'ase-Gen hygrcmycin B-Phosehc:ransferase-Gerv3ystern hat den besonderen Vorteil 
daft dieses F js.onsorotem durch die enge Kopp una der hph- und dhf --Domanen a s dominant©' - Marker auch in Ze Hen 
ml ercogenenn dh'r-Ger ^np.ifizier: werden k-mn Dies wird msbesendere auch curcn die Eigenschaft eines hpn- 
Amo. fikationspotertsals ermogncht sodai?. man von e nem acpeel: demnanten seiektieroaren u-'ci doppelt amp-ifizior- 
barer Markerprote r sp'C-chen kann So kann man zunachst enei genugerd hohe hph-Amp itihrftior curchfuhren cie 
tei anschheOencern Umschalten auf rVTX cewah.- loistet dai'3 die dnnn gewahte MTX-Konzentrntion mcrt mehr yen 
encoeenen DHFP kompensert werden karn 

Vorzugsweise s: das Selections- ■ Ampli*ikationsmarker-Fusionsp' o:ein bifunktiorell und die fur das Fusionsprctem 
kjdierende Sequenz so kenstf Jieit da "3 dei 5'-kodier enden Te Iseauenz das Stopkodon und dor 3'-kodieenden Tei - 
JO sequenz gegebenenfalls cas Startkodcn fehli Dadurch kann des F jsionsprotoin in einfacher und eftizienter Weise 
transatiert werden 

3ei einer ande r en Ausfunrungsar: des E tpressonsplasrnids sind die kodierender Sequenzen der beiden ^rote- 
manteile der Secuenz 'ur das Fusionsorote n duroh emen Spacer getrenn: insbesoncere curcr emen 15 Nukieotide 
langcn Spacer Vorzugsweise f-od cr: die Spaccrsequonz fur 5 Glycirrcstc (GGA GGC GGG GGT GGA (SEQ ID. NO 
"5 20 ode- fur 5 Prohnreste urd die Sequenz CCA CCC CCG COT CCA SEQ ID NO 1 ) 

Das Vcrrancensein des Spacerprotems tordert die Funkticnalitat des Fusionsprotem Sue Aktivitat der Markerpro- 
teine im Fusionsprotem gegenuber den distmkten Markerprotemen st nicht vernngert 

r*HG Arr mosaurosequenzer von bevorzeqten -usionsprotemen sind als SEQ ID NO 3 (Fusionsprotem DHFR/HPH 
ohre Spacer) SEQ ID NO 4 (Fusionsprotem DHFR/HPH ml Glyein-Spacer) und SEQ ID NO 5 'Fusionsprotem 
■+0 DHFR/HPH mil Pre m-Spacer) im Secuenzprotokeil aufgelistet 

Beispiele fur bevorzugte Piasmide sind die Expressionsplasnide pCIW. EDH-Sp pCMV-ECHGly unc pCMV/ED- 
HPro gemaB Fig 4-A 

Die erf ndungsqemaBen Expressiorsplasm de eignen sich in besonde-er Weise fur die Expression von hurnanen 
Plasmaproteinen oderviralen Proteinen bzw deren Derivate cder F'agmente 
45 Bevorzugte Proteine die mit den erfindungsgemaOen D lasrriden expnmiert we r den konnon sind humanes Pro- 

thrombm humaner Faktor VIII irsbesonde r e die Dele:ionsmutante FaktorVHIdB92S des Fak:or VIII welche die groGte 
Deletion in der B-Domanen aufweist. de noch de Expression e nes aktiven ^akto^ VIII zulaBt humaner -ak:or IX 
humanes Froteir C humanes Serumaibum n (HSA) und humaner von Wi! ebrard-Faktor 
Bevorzugte Expressionsplasmide sind 

pCVIVFII/EDH-Sp. pCMVFII/EDHGly und pCMVFII'EDHPro 'zur Expression von Prothrombin) 
pCVVFVIIIc/EDH-Sp. pCMVFV! I Ic/EDHGly und pCMVFVi Ic'EDHPro (zur Expression von -ak:or VII!) 
pCV!VFVIIIdB92B/EDH-Sp pCMVFVIIIdB928- EC HG y. pCMVFVIIIdB928/EDHPro (zur Expression von 
FV'lldB92S) 

pCVIV-FIX-EDH-So p3MV-"IX-EI)HGIy und pCMV-FI X-EDHPro (zur Expression von Faktor IX) 
pCVlV-PCwt-EDH-Sp pCMV-PCwi-ECHPro pCMV-PCwt-E DHGly pCVIV-PCpt nrut -EDH-Sp pCMV-PCpt.mut - 
EDHPro und pC.MV-PCpt mu:.-EDHGIy (zur Expression von Protein C) 

pAct-vW--EDH-Sp pAct-vWF-EDHPro und pAct-vWF-E DHGly (zur Expression von von W llebrand-Faktor 
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Als besonders vor.eilhaft haben sich Expressionsplasmide geze g: welche Exp^essicnskassetten umfassen die 
die DNA Seqjenzen SEQ C NO 6 SEQ ID NO ^oderSEDIDNO 6 enthalten und eine hervorragende Expression 
msbesondere des "remdprotems in der trarsfizie'ten Zelle ermoglichen 

GemaB emem weneren Aspekt betr fft die vor legende Erfindung em Fusionsprotein welches ais einem hocham- 
5 phfizieroaren Ampl fikationsrnarker und emem Se ektionsmarker oesteht 

Dieses Fusionsproteir ist bevorzugt dadurch gckennzoichnet daB dem 5' kodierondor Gen fur den Amplifikati- 
onsmarker das Stcpkodon und dem 3 -kodierenden Gen fur den Selektionsmarker cas Startkocon fehlt 

Bei emem weiteren bevorzLg:en ^usionsprotem sind der Amplifikationsmarker und aer Selekt onsmarker durch 
em Spacercrotem getrennt das vorzugsweise aus mmdestens 5 Glycmresten Oder aus mindestens 5 Prolm-ester 
w besteht 

Beisp:ele fur solche bev^rzugien FLSionsproteine weisan die Amir osauresequenz SEG ID NO 3 SEG !D NO 4 
Oder SEQ ID NO 5 auf 

Ein we terer Aspekt der Erfirdung betnfft transfizierte eukaryontische Zellmien vorzugsweise ausgewahlt aus den 
Zellimen CHO 293 oder humane Leberzellinien wie SK-HEP-1 Oder Chang Liver d e mit emem erfindungsgemaBen 
? 5 Expressionsplasmid transfiz ert sind und ein F r ermdprotein 2xpnnierer 

GemaG einem anderen Aspekt der Erfindung setzt man die Zellmie SK-Hep-1 als Expressionsvehikel msbeson- 
dere fi> humane Plasmaproteine wie Prothrombin Faktor VIII (bzw Faktcr VI l-Dervate w e die Mutante Faktor VIII 
dB925). Faktor IX. Protein C oder von Willeorand Faktor. en 

Vorzugsweise expnmiert die trans'izierte eukaryont sche Zelllinie h jmanes Froth romb n. humanen Faktor VI II die 
20 Deletionsmutante dB92S des humanen Faktor VIII den humanen Faktor IX das humane Protein C humanes Serum- 
albumin (HSA) oder den humane r von Willebrand Faktor tzw daren Derivate Oder Fragmente 

Ene Erfindung oetnfft auch em Verfahren zi r Herste.lur.g von Fremdprotemen welches dacumh gekennzeichret 
ist. daB emo eukarycn:ische Zehnie mit emem ermdungsgemaBen Expressionsplasmid t^ansftziert wird de erhalte- 
ner Klone durch ene- Sele-<;tionsoroze3 unter der Krmtrole des Se extionsmarkers isoliert und dabei vorzugsweise 
£5 gleiehzeitig amp! tiziert werden ansch teBerd unter der Kortrolle ernes Amolitikationsrnarkers weitere Amolitika:ioner 
erfclgen wobei das Fremdp'ote n expnmiert und geerntet wird 

Bei emer bevo r zugten Verfanrensvanante erfolgt der SelektionsprozeB unter Verwendung von Hygromycin B urc 
die weitere Amplitikation unter Verwendung vor Methotrexat 

Daoei ra*. essich gezeigt. daB einerseits die Kombination der Arrp ifizier bar keit und der dommanten Seektierbar- 
JO keit des drrr-Gens sowie die enge Verbndung ces Amplifikations-Selektionsmar\erprotemgens mit dem Fremdgen m 
emer dicistronischen Transk'iptions/Translationseinheit fur die Ausbeute an Fremdprotem von croBer Bedeutung ist 

Beim Op'imieren des Expressionsprotokolls unter Verwendung der erfindungsgemaBen Expressionsplasmide kam 
es zu dem uberraschenden Ergebnis daB auch das Hygromycin B-Phosphotransferase-Gen amplifizierbar :.st. Dies 
widr-rspricht dor allgcmoinon Auftassung Durch langsame Stcigorung dor Hy B-Konzcntration konrte unter andorcm 
35 auch eine K camp ligation des dnf'-Gens ereicnt werden die eire Umstel ung auf eine MTX-Konzentratior erlauote. 
die fur das endogene DHFR bereits toxisch ist Dann ersi wurde mit IVTX die eigenthche Amplnkation uber mehre r e 
Schritte du'chgefuhr: 

Diese bevorzugte Kombmaton des -ezessiven Amplif ikationsmaikers dhfr mit dem dommanten Selektionsmarker 
hph ais Fus:onsprotem erlaubt die Amplitikation der Fremdgene bzw Expression der Fremdproteine in jeder behebigen 
JO Zellmie Bevorzugt werden die Zellmien die die P'ozessierung und Modifikation der ^roteine vollstandig curchfiihren 

Als besonders bevorzugte Zellmien im erfindungsgemaBer Verfahren haber sicn CHO. 293 oder humane Leber- 
zellinien. wie SK-HEP-1 n und Chang Liver (ATCC CCL 1 3) erwiesen 

In den Beispielen werden sowohl die dhfr-defizierte Zellmie CHO DUKX-B1 1 (Chasm und Urlaub PNAS 77 4216 
1950). als auch Zelllinien mit endogenem dhfr-Gen 293 (ATCC CRL '573) und SK-HEP-1 ;ATCC HTB 52) verwendet 
4 5 ErfndungsgemaB eignen sich Leoerzeilmien am besten tiir die Expression des humanen Faktors VIII Bei Ver- 

wendung dieser Zelllinien wurde uberraschenderweise festges*.e:lt daB nicht nu' 95°o der Faktor V'll transformierter 
Zeilen auch Faktor VIII expnmie r en sordern daB auch initial schon eine groBe Menge an Faktor VIII expnmiert wird 
Nic~t zuletzt zeigen diese Lebe r zelllmien ene optimale pcst-translationaie Mocifikation des rekomb nanten Faktors 
VIM 

$0 Insbesordero zeigte sich ven alien ^eberzellinien die Zellmie SK-HEP-1 als besonders gut geetgnet 

ErfndungsgemaB werden bevorzugt re*orrbinante Blutgermnungsfak:oren. msbesondere rekomemames huma- 
nes Prothrombin rekombmanter humarer Faktor VIII. r ekombmanter humaner -VllldB928. rekombinanter humaner 
Faktor X. rekomoinantes humanes Protein C. humares Seruma bum in ( HSA) oder rekomb narter humaner ven Wil- 
leoranc Factor hergestellt 

55 SchlieBlich betrtfft die Emndung auch F-emdproteir-Praparationen. welche durcn das erfmdungsgemaBe Verfah- 

ren erhaltlich sind und sich curch emen besonders hohen Ante I an aktivem Protein urd hoher Remneit auszeichnen 
msbesondere auch bei Proteiner die post-translationelle ModifKationsprozesse durchlaufen mussen um n ihre aktive 
Form gebracnt zu werden 
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Daner bet riff t die vorliegende Erfmdung insbesondere Praparationen vor viralen Proteinen Oder vcn humanen 
Plasmap'Oteinen vorzugsweise von ak:ivem humanen Prothrombin von dktive'n hjmaner Faktor VIM von aktivem 
humanen dele:iertenn FVI ldB928 von aktivem humanen Faktor IX von aktivem humanen Protein C von HSA unc 
von aktivem hurranen von Willeorand-Faktor 

Die Erf ndung betnfft welters pharnazeutische Zusammensetzungen welche eme dieser erfindungsgemaGen Pra 
par.it oncn insbesondere ^lasmaprotoinpraparat oncn umfa(3t Dicse pharmazcutischcn Z jsammensctzungen wcr- 
der duxh ubliche Verfahrer aus den erfinaungsgemaGen Praoaratioren erhalten und zeichnen sich durch eme bo- 
sonders gute Wirksam-.eit bzw Vertraghchkeit aus welche durch das e'fiziente Fers:ellungsverfahren der Praparatio- 
nor bedingt sind 

Du'ch die enrdungsgemaRe Anordnang unc Ar r de r funkticnollen Segmeme (Fremdgen Markerf usionsprotom- 
ger) irr Plasmid werder einerseits Deletioren jrc C N A-Rearrangoments vemmdert ande^erseits aber die Fcnktio- 
nahtat beider Markerelemente urd aucn die men gen ma Big uberraschend hohe Expression der diversen Fremdproteine 
in furktioneller Form gewahrleistet Bei alien untcrsucrton Fremdproteinen /eigte sich bereits eme sehr hohe Initial- 
e<pression Zurr. Bcispiel wird Prothrombin wie :oen e-wahn: n CHO onne Amplification in etner Me*-ge vcn 1 OC 
nq. 1G e Zellen in 2^h expnmiert iJorqensen et al supra) hn nachfo qenden Beispiel 1 wird qezeiq" wercen dai3 mit 
dem enndunqscemai3en Expression&olasmid Prothrombin in CHO-Ze len ohne Ampl fikation bereits in siner Menge 
von 12 ois 15 mU.'*C 6 Zellen in 24h (dies ertspricht 1 2 tis 1 5 uqi l r^d in 293-Zeilen soga f 50 ois 55 mU 106 Zellen 
ir 24h (entspricrt 5 bis 5.5 ug] produziert werden konrte Ebenso kornen die Expressionswerte cie in der Literatur 
fur -indore Plasmaoroteme erst lach jmf ^rgre cher Amphfikation eireicht werden mil Jem erfindungsgemaGen Ex- 
pressionsp asm id schon im Stacium der nitialexprossior d'ast sch uoerschntter werden Besonders wire carajf hin - 
gewiesen daf3 de hier anqeqebenon E xcressionsdalen nicht die Vknge an expnmiertem antigenem F rotoj n auf/ei- 
ger sendern da3 os sen urn Proteinnen qcn hardelt die in Aktivita'stests ermittelt worden sind 

Dig Ertindung Air: anhand der Zeicrnung sowie der nachslehenden Beispiele auf die sie jedoch merit einge- 
schran^t seir so'l naher erlautert In der Zeichnu^g zeigen 

Fig 1 die Anordnung des EDH -Sections-/ Amplr kationsma- kef s im Kontext mi: Promotor und Fremidgen wobe 
dc Pfoil die Rcntung der Transkrip:ion anzeiqt 

Fig 2 die Konst'uM'or der ED-K-iSsette und Subklonierung in pCRTM 
Fig 3 die StruKjr Jer P asmide pCVIVNco MCS (A) und pCMV Hy (B» 
F.q 4 die StruRjr oer P asmide pCMV EDH -So (A und pCIWF I EDh-Sp (3i 

Fig 5A-C- cie Amircsaurosequenz der Fusionsprotemo DHFR-HPH ohne Spacer A SEQIDNO 3). DHFR/HPh 
m.t Glycin-Spacer (3 SEQ D NC 4< und DH^R HPH mit Prohr -Spacer \ Z 5EQ ID NO 5] wobei z\e Sequenz 
im E n-B jenstabencode angeqeber ist. 

Fig 5 die Southern Blot-Analyse von genomischer C NA der CHO-ZelUlone #827 I transfiziert mit pCMVFll. EDH- 
Sp DHFR Initiaiselektion) und #4399 (Subklon vor #837 ampti! ziert auf 40nM MTX) 

Fig 7 cie Western 3lot- Analyse von 293 bzw CHO-Zellkloner die mit dem Plasmid pCMVFi I EDHPro bzw pCMV- 
Fll/EDH-Sp transfizie r t wurden 

^5 Fig 3 die Struktur der P asmide pC WFVIIIc/EDHPro (A) und pCMVFVI I ldB928/ EDHPro (B). 

Fig 9 cie Southern Blct-Ana yse vor genomischer DNA der SK-HEP-1 Zellklcne #1 963 KOOpg HyB/ml) und #331 0 
( 1 SOOjLig HyB/mi) wobei der K.on #3310 von #1 963 abstammte 

so Fig 10 die Western Blot-Analyse von FVIIIdB92£-exprimierenden 293-und SK-HEP- 1 -Zellen 

Fig 1 1 d e Struktur des ^lasm des pActvWF EDHPro 

Fig 12 die Konstruktion von pCMV-FIX-EDHFro 

Fig 13 em Western Biot von rekcmbinantem Faktor IX aus 293-und SK-HEP-1 -Zellklonen im Vergleicn zu plas- 
matischem Faktor IX und rekomb nantem Faktor IX aus CHC -Zellen 
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Fig 14 die Konslruklion von pCMV-PCwt-EDHPn jnd pCMV-PCpt mut -EGHPro 

Fig 15 em Western B ot von rekombmantem Prctem C aus 293 und SK-HEP- 1 -Zellen m Vergeich zu plasmati- 
schem Protein C 

Fig 16A-P das Sequenzprotok oil welches gloichzcitig als Tcil dor Boschroibung angoschon wcrdon soil 

Ftg 17 die schematische Darstelljrg des Plasmids pCMVHSA-EDHP'o und 

JO Ftg 18 eine Western Blot-Analyse von HSA-expr rrierenden SK -HEP- 1 -Zellen Die Zah enwerte am Rand geben 

das Mo'ekulargewicht in kDa an Spur" SK-HEP-1 Negat vkor trclle Spur 2 S< -HEP-1 -Klon =3S6 Spur 3 S<- 
HEP-1-Klon *368 Spur 4 SKHEP- 1 -Klon #369 Spuron 5-7 plasmatische HSA-Standards Spur 8 Molekular- 
gewichtsstandard Spur 9 -ichia p -Negativkcntrclle Spur 10 HSA exprimierender P chia p -Produktionsstamrn 

'5 Beispiele 

In den Beispielen wird die Klonierung dor Expressior-splasmiae beschrieben Am Beispiei der Exprossicn vcr 
Prothrombin werden die Transfektion das Sclektions- und Amplrikationsp'otokoll und die dazugehor gen Kont-ollex- 
permente beschrieben Die Vertikation der ciictstronischer mR\ A wird mttels Nortnern Blots durchqefunrt die Am- 

-0 pli'tkation cer Transknptions- Transla; onsemneit //ird in Southern Blots uterprirt Fur die gena.ie Analyse der expn- 
merter Frcrrdprotoine werden Western Blots heranqezogen und schlieBiich werden die rekombinanten Proteire mt- 
te-is bekanrter Kc-agulHtiorsiesis a jf hre AMsvita: hm uberpruft Die Aktiv taten werden in m Units (rrUl pro * 0 6 -Zellen 
unc 24 h argegebcn Urn cie allcememe Vei wendoaf ke t der Expressionsplasmide zu demonstnerer wird d e Expres- 
sion der Frendpro'e ne in vorschiedenen ZeUm en durchgefuhrt 

Beispiei 1 beschreibt die K'on erunq des humanen FaKors II m t den ermdungsgemaBen Expresstorsplasmide^ 
in CHO- una 293-Zel en D e Klonierung und Expre ssion de- Faktor Vlll-Delsiionsmutante FVI i lciB925 und des gesarr- 
ten Paktors VI 1 1 wird in 293 und SK -HEP-1 -Zellen n den Beisp e en 2 und 3 beschrieben Ir den weiteren Be soielen 
3 bis 5 vvird die Expression der humanen Faktoren vo" Willebrand Faktor IX HSA unc Protein C in Jen Zelllinien SK- 
HEP-1 und 293-Zellen beschnece' Die Zel inie 3K-HEP-1 w re als 3oispiel fur eine humane Leberzel inie v-erwende: 

•30 es konnen ^ber auch anderc humnne Lebe-vellinien verwendet werden 

Beispiei 1 Klonierung aes Selektions-/ Amp ifikaticnsmarkers EMCV5'UTR/dhfr/Hygr C .mycm-Phosphotransferase 
[EDHi und dees en Anwendung aui die Exp'ossio-- von Faktcr I 

"5 k orstrukticn der Plasmido 

pCMV Als Ajsgangspt^smid wurde pCMV|i (MacGregor und C HS<ey Nucleic Ac ds Res 17 2365 1 98° Firmn 
C-iontech Palo Alto USA) verwendet Dieses wurcie mit Nctl geschn tten urn das |^-Galaktcsidase-Gen zu entfernen 
unc anschl ei3end 'ehciert Daraus en:stanc das 3 8 ko groOo Plasrnid pCMV 

•*o pCVIV-MCS (MCS Mutiple K.tor lerungsstel ej Urn ueerflussige Restrikt onsschn ittstellen zu entfernen wurde 

pCMV mit SaM und Hindi II gesenmtten. mit den -\lenow Fragment de" E coh DNA Polymerase I (Pol K ) aufgef u lit 
unc reiigiert Aus dieser Reaktion en t stand o CM V- MCS Dieses Plasm d bemhaltet den "Immed ate Early Gene"-Pro- 
motor Enhancer des menschlicren CMV urd SObp der 5 ( UTR des zjqehongen Gens Es schheBt sich 3' eine Xhol- 
S:hnittstelle an gefolct von dem SV40 16S'i 9S-lntron unc der SV40-Polyadenyfierungsstelle 

-5 pCVIVNco/MCS pCMV-VICS wurde mit Xhoi qeoffnet und mtt den kompiementaren Ohgonucleotiden VI/ 1 5'-TCG 

ACC A~G GAG A AG CTT ATC GAT CCC GGG A AT TCG GTA CCG TCG ACC TGC AGG TGC ACG GGC CCA GAT 
CTG ACT G AC ~GA-3' (SEQ ID No 9) und VI '2 5'-TCG ATC AGT CAG ~CA GA^" CTG GGC CCG TGC ACC TGC 
AGS TCG ACG GTA CCG AAT TCC CGG GAT CGA TAA GCT TGT CCA T3G-3' (SEQ ID No 10: als neue MCS 
ligiert Dabei wurde die Xhol-Schnittste le zerstort urd es entstand der Vektor pCMVNcc/MCS (Fig 3-A) Die neue 

=>o IVCS verfugte ube r eine Ncol-Erkonn jngssequenz als Translations-lmtiat ons-Codcn um Fremdgene ohne eigenes 
ATG-Star*codon emsetzen und exonmieren zu konnen 

pCN/lV'Hy In pCMVNco/MCS wurde das Hygromyc n |5-Phosphotransferase-(hph i-Gen ohne ATG (hph-ATG) em- 
gesetzt hpn-ATG wurde als 1 2 \c-Fragment aus dem von Boehrmger Mannheim ernalt'icnen Vektor pHphO als Sail 
Smal -Fragment isoher: und n de Sal - und Pol K -behancelte ApaLI -Schnittstellen von pCMVNco'MCS emgesetzt 

ss Scmit entstand pCMV Hy iF g 3-B) 

pSVDHFR Das dhfr-Fragment samt Polyadeny I eruncs-Sequenz wurde als 1500bp groBes Pstl -Fragment aus 
pASDII (Kaufman and Sharp Mol Ce I Biol 2 1304 1 982; ischert und uber die Pstl -Schnittste le in pSVVICS emge- 
setzt pSVMCS entstand aus pSV|5 (MacGregor und Caskey suora Firma Clortech Palo Alto USA) indem das |5- 
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Galaktosidase-Gen dirch Schneiden mi: Noll urd Rel gation des verbleibender Vektors en:ferni wurde Durch Schnei- 
oen mit Xbal und Hindi!) Auffullen mit Pol K und Rehqation wurde die MCS 3' dei SV40-Polyadenylierungssequenz 
entfern: In die Not! -Schnittstelle wurde dann eme neue MCS oingesetzt D:e emgeset/te MCS hatte folgende Sequenz 
5'-GG COT AGO GCC CTA GGC CTA CTA GTA CTA AGC TTO TGC AGG TCG ACT CTA GAG G AC CCC GGG GAA 
s TTO A AT CGA T33 CC-3 (SEC D No 11 

pTA ED( -TAA) (Fig 2) In den Vektor pCR™ (Firma Invitrcgcn. San Diego. USA) wurde die kassottc bostohena 
aus aem 5' nichfranslatterton Bereieh ces Enceph n lornyocard lis Virus (EMCVE'UTR- und dem dh'r-Fragment ohne 
Stco-Codon TAA •■ -TAA) subkiome^t Die Hersteliung ces EMC V5'UTR'dhfr(- TAA ^Fragments orfcigte mittels Polymer- 
aso-ketten-eaktior (PGR) Das SOObp groGe EMC V5'U TR-Fr -igmen: wurce ius pTKerrc-FT2 {WC 91/11519) durch 
io -CF mit den Pnnern *640 S'-ACC CCC GGG GGT ACC A" A TTG CCG T CT TT~ GG-3' ( SEQ ID No 12) md *64I? 
5'-GGA ATT CCC ATG GTA TTA TCG TGT TTT ~C-3 iSEj ID No 13. isouer: 

Das 560bp protte dh:r-Fragneni wu r de aus pSVCHFR mittels P C R mit den Pnmern ^634 5'-GGA AGC TG GCC 
ATG GTT CGA CCA TTG AAC TGC -3" SEQ ID N :■ 14 ur d -6 C :- 5" -GGT CAA GCT TTT CTT CTC GTA SAC TTC 
AAA CTT ATA C T-3' (SEQ. ID No ^5; isoliert 
^ Dig duoh PC R- Amolifikation qewonnencn EVIV5"UT=- unc &. " -F r aqrnen:e murder r ach Jer qolelekTophore- 

nscien Trernuru aus "Low Meting D om; Agarose (LMA s-olie r i lie beiden Ff,-ignen:c wurder jcwoils mi: Ncol 
nacnqoschmtter jnd liger: Von oem ugationspKcLki wi.rco ne.ie r - cn eme PCR-Amplitika'ion mil den flan-, erenden 
Pnmern angesovt also mr den -"-'mem #540 >.x d -6^8 siehe Das esuherende 1050bp g-oiSe Fragment 

wurce n den Vek c oCR TN ' ( Firra lnvi:rogon. Sar Dieqo USA. omqe se:/i Dabei e-Mstand das Pl~snric oTA/ED(-TAA) 
-Q pCMV-E CHSo In den mi! Smai jnd Sa 1 cx-ofmevm Vector oC MV Hy wurde das Sm^l- Sail -"ragmen: 

EMI V5'UTR d'V -TAA) ius pCA EDi-TAA emgeset/t Da::e crtst.-ir d das Kcns"ukt pCMV EC ~-Sp ( Fig 4 Aj 

pCMV-EDHG y Indie singular..: Sail- Scnnittstello /wiser" en enfr una hph-Gen w \rJc cm "Sc-acer" emejesetzt Do- 
Spicer bestanc aus den «.ornplerno r taren C'l qc<~ ..c'ootuen - T177 < 5"-TC G A""T ACG TAG T3G AGG CGGG3G TGC 
AAA- 3' SECID No 1 6) und « 1 0"."£ 5'-TCG ATT " ~- ACC :SCGSC TGC AG T AC G TAA-C SEC C No 17. verfucto 
-5 uber e-ne neue SraBI-SchniUstelle una kodierte tin fiirf li'y : :n-Re ito Der Ube-g-ng /wise hen Jhf- und fph hare 
somil 'J e Secuer/ b'-GT CGAT'A CGT AC T GGA GGC GGG GGT j SA A AT CGA GGG AT C CC-3' (SEC III No IS) 

P I MV EC'HP'O In d:e smg jlare S.-ll-Sc hnittste le /wisener onfr- und nph-Ger w.jrde cer ' Spacer' vor cCMV'ED- 
M is y n reverter Crienticrung eicgesetz: Som: uodierto c- h'Of ir 'unf Prohr-Resio wotei Ue' L : cergarg /wischen 
Jhii u-d h-h Jie ! Jlqende Segue- / n-r-Ue 5'-G"T CGA T^"7 : C A CCiC: ICG C CTC I A GTA CGT A AT CGA CGG ATC 
so CC 3 SEQ ID No 19; 

pC MVFII<EDR-3p (Fig 4 Bi: D ie ^aklcr 11-cCNA wurde als 2 kt:-F:agment aus pThemc- 3 ~2 (WC 91 11 51 =•) isoliert 
•ndem mit Ncol ps't.al und S.mal jo Istardig gescnr.ten wu-de Dieses Fragrnen: wurce in den Vector pCMV EDH-Sp 
eingeoetzt welc-er ebenfalis Nee partial und Smal vol'star-dig qes: mitten wurde 

p C MVFI I E DHGly Die FaMor '!-cDNA wurce as. 2 -.t F-aqmen: ius pTKemc P"2 [WD ^1 • 1 1 51 9. isohen. ndem 
mit Ncol partial und Smal vo Istanaig qeschnitton vVjrae Dieses " ragmen t wurde in den VeKor pC VV-E DHGly einge- 
set/t weleher ebenfalis Ncol oa nal urc Smal voilsta^d-q ces«: ■n-'tte"' vjrde 

p C MVFII.EDH'to Die -aktor ll-c CNA wurce a;s 2 kb-F-aqm.eni -.us pTKemc PT2 ( WD 1 /1 1 51 9) isoliert ndem 
mit N«':ol partial und Smal vo Istanaig cesehnitten wurae Dieses F-aqment wurde in den Vekei pCMV EDHPro oinge- 
setzt welehe r ebenfalis Ncol pa tial urc Smal voUstmd'q cesenr tto " wurde 

40 

Hersteliung ce< c-e'manenten ZeMmien 

Initialseieklion CHO-(ATCC CPL 9096 j unc 293-Zeilen ATC C CRL 1 573) wurden von cer American Type Culture 
Collection (Rockvile MD)ce/ocen Beide Zellmen wurden mit den Konstrukten cCMVFII/EDH-Sp pCMVFM'EDHGiy 
J 5 unc pCMVFH EDHPrc entsprechend Graham ana von der Eo Virolcqy 52 456 ~ 973 Kansfi/iert CHO-Zellen wurden 
der DHFR-Selek:ion cer Hygromycin B-Se-ektion und der gleictveit'-gen Hygromyon B- «HyB) und DHFR-Selektion 
unter/cgen 293-Zellen wurden cer Hygromycin 3-Selektion ausgesetz: Nacn 10-20 Tagen wurden die resistenten 
<olonien verein/elt und auf Faktor II ( r ll)-Expression g?tes;et 

DHFR-SeleKtionsmed urn DMEIV'HAMs F12 ohne Glycin Thymidin und Hypoxanthm 10°o daysiertes fotalcs 
so Kalberserum 1 0 U/ml Penicillin 100ug/ml Streptomycin iGioco C4305140H). L-Glutamm (Gibeo 043-05030H ) 

Hygromycin B-SeleKtionsmecium DMEM'HAMs F12 10°o fotales Kalberserum 10IU/m> Penicillin I00ug/ml 
Streptomycin (Gibco 043-051 40 Hi L-Glutamin (Gibco 043-?5C30H) e 10Lig/ml Adenosm Thymidin und Deoxyaden- 
osin -S gma) 200ug Hygromycin B (Calbiochem), ml 

Genamp.tfikation Die Amplifikation via hph erolg:e mittels Hygro-nycin B (HyB) beginnend bei 200j.ig HyB/ml Urn 
55 die Moglichkeit von Rearrangements cder Deletionen durch zu none *\onzentrationer von HyB germg zu halten wurae 
die HyB-Konzentration je Amplit kationsschritt jeweils njr verdopoeM Die Ampht-kation mittels DHFR bei CHO-Zellen 
erfolgte beginnend bei 10nM Methotrexat (MTX) durch Verdopp ung der MTX-Konzentration je Stufe Die Amplifikation 
von 293 Ze ! len wurde beginnend bei 1 OOnM MTX angeset/t Die bei jeder Amphfikationsstufe entstehenden resistenten 
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thode.=alkneretal 1992) An3lvqrn western Blots wurden cn:sprochcnd Towbm ct al PNAS 76 

Samb.ook.lal Molecular donna « UmW" BBC 

unc pCMV/Hy prapariert Prn . n . n , pn dsr pirma Invitroqen LSA ("Fast 

Diego 3A 1 ?90 bzw Myers et a Biochemistry 30 7oc 1 1 .1 wobu ,e i-e a t 

Pnmer warden ,b,nde, 3' .r der Faktor IhcDNA) ^\"™™£ T g^^% 

T3A A 3' (SEQ ID No 20) uid i?1490 (bmdet 5' im dhfi- Gen; 5 TCC GT C GCO aai -o. 

CAC G3C G 3' (SEC :D No 2V; emgesetzt d htrHvaromycin Phosphotransferase ;EDH) 

Konstruhfon des Selekfons-AmphnkaUonsn-arke s Ef oVb UTR ^^^^ P ^ 

Das OHO-Zellexoress.cnssystern ist in seiner ub ^ ^ z , en ten Z^," n w ,e CHO DUKX B11 .Urlaub and 
A ™,,a,ion verounden und ^^^ ^^^^i fufd a Expression ,edes belieb.gen Proteins 

- : W = bzw Gena m p,ka t ,on c. C h OHFR 
bzw MTX nur unzure^erd ^Ubrbar is, Fus.onsp-ote n we ches sich aus denn Dhydro.o a, 

rrar.er darstellt lusi0 n,e-ten onzymatischen Proteme nhe.ton durch ihre raum- 

DanichtauszuschheOen w c r aa(3 sen aie oeiaer , verS Licnt dies dadurch zu verhmdern 

Uche Nahe in ihrer Aktivita: tee.nflussen oder sogar ^^^f^^ u de Bel die8em Spacer han- 
d aG zwischen d,e beden ^ons^ei,-Me^ l3 , yc ,n-Reste ("Glycn- 

,o delto es sicn Jm em ku-zes Oligcnuc.eotid welches ^'^^^S^^^coO^b Mil der gewahlten 
Spacer' Gly, in der reversen Or.ent.eung , Uk fun rolin-Res e(PJnSP^ > he RNA geb „ aet 

Anordnung von den, zu auf DNA-Ebene e,ne Seguenz e,n- 

werden konnen. Dies wurde e reichl. nderr an das bna Encep halomyocard,t s- 

unc ECH-Kassette ergab Selektlors „ AmD ■f,kat.onsmar<ers wurde die EUCVS'UTR.dW (ED)-Kasse.te 

Fur das -us-onsproiem des tUH-beieKiiors wnu n.rv: dto ,wn Q1/1151 Q 1 das dhfr-Fraq- 

so via PGR klonier, Das EMCVS'UTR-Fragmen, wurde aus de m P J smic ^^^^1^^^^ Z 
.rent ( ohne Stop Codon TAA) aus den, Plasm.d pSV DHFR m, ^ ^R iso^d beide mp P ^ ^ 

Ncol nachgeschmfen. Hgiert unc das Licationsproduk. , euerlich nit te F 'J arnp^z darqe d ste , t Au3 der r 

pC R ™ (Firma lnv,rogen San Diego USA) subkoniert ^J^^^j^^ U J n das Plasma 
result,e.nden Piasnnid p- r 

55 fe^^: B ^~ onne S™«^ 
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DH~R und Hygrcnrycin Phosphotransferase (HPH) auf ^roteinebene zu verhindern wurde zwischen die beiden Gene- 
em kurzes Oligonucleotid als "Spacer " e ngesetzt Somit entstancon die drei Vananten des Selektions-' Amplifikations- 
markers EDH-Sp. EDHGly und EDHPrc in Fig 4-A ist reprasentativ das Expressionsplasmid pCMV/EDH-3p darge- 
stellt die beiden anderen Expressionsp asmide murder als pCN/INAEDHGly bzw pCMV/EDHPro be/eichne: 
s In diese drei Ausgangsvektcren wurde als "gene of interest ' de Factor 1 1-cDNA f.ls 2 kb umfassen jes Ncol -Smal- 

F-agmont aus pTKemc-PT2 (WO 91-11519; eirgefuct wodurcn die Exprossicnsplasmidc pCMVFIi'EDH-Sp pCMV- 
FM - EDHGly und pCMVFII/EDHPrc entstanden. Reprasentativ ist pCMVFI hEDH-Sp in Fig 4-B gezeigt 

Die Ammosauresequenzen der Fusionsproteme DHFP/HPH-3p DHFR/HPHGly und DHFR/HPHPro s nd in F-g 
5-A. B und C dargeste It 

1 0 L mors jchung der ; unktionellen Eigenscnaften des EDH-Se eMions- Amplif kationsmarkers in 'tansfizierten Zellen 

Die d'ei Konstrukte pCMV-l I- E CH-Sp pCMVFII/EDH 3 y und pCMVFII ECHPro burden hinsichthch ihrer Eigenschaf- 
ten zur Seloktion und Amplifikation urtersucht Zj diesem Zwec*. wurden sie in CHO- und 293-Zellen transftziert Ir 
DH-R-dcfi/ienten CHO-Zellen (Udaub and Chasm '930) wurde das gotrennte und das gleichzeitige Funktionierer 
der beiden Fusionsprotein-Komponenten C»HFF und HPH getestet Die traosfizierten 293-Zellen als Rep'asentanten 

'5 einer DHFR positiven Zellmie wurden nmsichtlich der Funktion der hFH-Komponen:e untersucht mdern sie rn t derr 
Antitotikum Hygromycin B ' HyBl selektiert wurcer D e Ergebr sse der DH-R- und HPH-lmtialseloktion smd in Tabe le 
1 zusammengefaBt 
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CHO-Zol emEDH-System 
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1 -37, 


292-Zellen 


rnUnits (jug) ; 1 0 fi -Zellen 


rnUnits r.ig) 1 D^-Zellen 


mUn ts Uig)/10^-Zellen 




I m it -ilsele-;! on 


12-15 (1 2-1 £.j 


iO 1 ; 
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100'iM M^x 






1 D0--5C (10-15 j 




150nM (VTX 


150-160 (15-13 








1000nM MTX 




e-- ■: 1 3-1 6) 





Sie /e gen daB CHO-Zellen initial zwischen 1 MSmU FaK'or II- 10 6 - Zellen und 24 Stuncen exonmieren nit 
293-Ze len heBen sich Wele bis zu 55m U Faktor II- 1 O e -Ze len urd 24 Stunden nachweisen Das e'tnduncsgemaBe 
Expressionssystem zeigt also in CHO-Zellen nach ntialer Seehtion eine unerwarlet hohe Expression an Faktor II 
Diese hone Expression von Faktor II konnte allerd ncs bei Verwendunq der Zell nie 293 noch weiter qesteige-l werden 

Die- aus der hitialselektion resultierenden ZeNklo^e wurden a jf das Amplifikationsvermogen der DH^R- und HPH- 
Komoonerre des EDH-Ma- ke r s untersucht Die Ergecnisse daraus sina ebenfalls in Taoelle 1 zusamrrencetaBt Auch 
hier lieB sicn zeicen daB bBreits bei 1 OOnM MTX nit 293 Zellen qloicrvie! Faktor I expnmiert wird ve-gnchen m it CHO- 
Zellen die ajf 150nM VITX wuchsen 

Die Bildung dicistronischer RNA und das Funkticnieren des EDH-IVarkers wurde anhanc der Expression von Fak- 
tor II jntersuzht Die initial selektie-ten trans'izierter CHO- und 293-Zellkione zeig r en in der Northern Blot-Analyse und 
in ce- RT (Reverse Transknptase)-PCR das Vo-handensein die istromsene^ RNAs 

Sowoh: die initial seleKlerten als auch die amp-rizierten ChO-und 293-Zel klone wurden mittels Soutnern Blot- 
Analyse auf ihre genornische Struktur untersucht Die mitialseiektierten Zellklone zeigten eine Kopienanzahl die rr 
Bereich von 1-5 Genkopien/Ze! e lag Inn Rahmen der Amplifikation uber die HPH Komoonente des EDH-Markers 
konnte ausgehend von 200ug HyB/ml bis aut 3000ug HyB/ml emo leichte Genamphtikation festgostellt werden ;siehe 
auch Beispiei 2) 

Cue Amp ifikation uber die DHFR-Kcmponente des EDH-Mar-.ers wurde untersucht mdem fansti/ierte CHO-Zel- 
len ausgehend von 10nM VITX einer sukzessive steigenden MTX-Konzentration bis 40nM ausgesetzt wurden Trotz 
dieser sehr geringen Anhebung der MTX-Konzentration konnte bereits klar Genamohfikation naehgewiesen werden 
(Fig 3) Dies wird oeut ich wenn die Signalintensitaten des DHFR initial se ektierten CHO-Klones #c3 7 mit denen des 
daraus hervorgegangener. auf 40nM MTX-ampliftzierten CHG-Klones #4399 verglichen werden Diese' Effekt laBt 
sich sowohl bei HyDndisierung mil einer Faktor ll-spezrischen Sonde (^337 in Spur 2 und ^4399 in Spur 3) als auch 
mit emer hph (#837 in Spur 6 und *4399 in Spur 7) und chfr :#537 in Spur 10 und #4399 in Spur 11 j spezifischen 
Sonde nacnweisen Die Souren 1 5 und 9 stellen jeweils die NeqativkontroMen aus nicht transfizier + en CHO-Zellen 
dar In den Souren 4 3 und 12 wurde das Feferenzplasmid pCMVFI 'EDHGly aufgetracen 

De' Effekt der Genamoiifikation uber die DHFR-Ko-npcnerte des EDH-Markers konnte in gleicher Weise sowohl 
in mitia DHFR-sclokticrtcn CHC'-Zcllcn (Fig 6) als auch in initial HyB-sclcktiortcn Zellen tcstgcstcllt werden 

Expression von Faktor II Die Identtat des expr imierten Faktor II mit seinem plasmatischen Analogon wurde m 
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Rahrnen von Western Blot-Anal^sen bestatigt (Fig 7) Die Zahlenwerte am Rand geben die Molekulargewicnte in kDa 
an Die Faktor 1 1 -spezifische Bande ist mit einem Pfeil markiert 

Mit der vorgenommenen Amp ifikationen gmgaucheme Erhonung der Faktor I ! -Expression einher An fangs bet rug 
die Expression von Faktor I in CHC-Zeller 1 2-1 5mU- 1 0 6 -Zellen und 24 h (entspricht mindestens 1 2-1 5ug Faktor 
s \ 1, 1 0 6 -Zellen jnd 24 h) Mit dem nier beschriebenen Systemi konnte also eine Steigerung von zumindest em em Faktor 
von 10 gcgcnubcr der Literatur crrctcht worsen Mit 293-Zcllen wurden Inr.ial-Wcrto von 50-55mU (entspncht mindo- 
siens 5-5 5ug Faktor 1 1 )> 1 0 6 -Zellen und 24 r erzielt \Aobei 293-Zellen wiederholt in dieser GroOeno^dnung signifikanl 
mehr Faktor I exprimierten als CHO-Zellen 

Die Amphfikation in CHO-Zellen ergab oei l50nM Vlethotrexat (MTX) Expressionen im Bereich von 150-l50mU 
? 0 mn'sprcht mindestens 15-18 ug Faktor II )' 1 0 6 -Zellen und 24 h Trol/ dieses relativ geringen Amplifikat onsniveaus 
konnten also m Ve r gleich mit der Literatur deutlich nor ere Werte erreicht wc-rden Bei den h er beschnebener Angaben 
von mindestens 15-l6ug -aktor II bei 150nM MTX hardelle es sich b3rei:s um Akt vitatswerte sodaG de Expressi- 
onssteigerung mil dem hier beschriebenen Sys:em betrachtlicn war Bei der von Jorgensen beschriebenen Methodik 
WLrde trotz Arnplit kation in einer sieben Mai hoheren MTX-K or zent ration nur em Zehntel der erfindungsgemaOen 
'5 Expressionswerte erreichl Zusatzlich ist zu berucksichtiqen dai3 ausqohend von l50nM M~X roch em q-oBes MTX- 
Amohfikation spolontial often =st 

Die ExprDssionswerte z\q in CHO- und 2 G 3-Zellen m-t Jem hier oeschriebenen EDH-Vlarker Exp-essicnssystem 
unc dem korventionel en System der CHO-Co:ransfekticn (Jcrcensen et al supra) orreic-iba'" waren sird verglei- 
chend in Tabelle 1 dargestellt 

20 

Beispiel 2 =>pression von kcrnplettem Faktor VIII (FVtl c) und der Deletionsmutantc FVIIIdB925 in transformierten in 
2° G - jrd SK-HEP-1-Zelle- 

Kcnstrukticn der Plasmide 

pC WF VI lie EDHPro (F g 6 -A) Die voile Lange Faktor V 1-cDNA wurde yen Leyte et al Biocnem J 263 1 5/* 
1 °r G konstru ert Die 7 2 h b umfassenzie Faktor VI 1 1-cDNA wurde als Fragment mit gla'ten Enden in ate Smal-Schmt:- 
stelle von pCMV EDHPro sehe Beispiel 1, oingeset/t Daraus resultierte das Expr essionsolasmid pCMVFVH cED- 
HPio 

jo pC WFVIIIdB925.'EDHPro (Fig S-B) Die Deletion der Faster VIII B-Domane ist oei Leyte et hI J Biol Chem 

26c 740 1991 beschneben Die 4 4 Kb umfassende FVIIIdB925-cDNA wu'de als Fragment mil glat-en Enden in die 
3mal -Schnittsteile von pCMV EDHPro (siehe Beispiel *) engesetzt 

He-stelung der perm, rmenten Zel inien inita selek'.ion 293-Zellen (ATCC CRL 1573) wurden von der American 
Typo C jlturo Col'oction (Rockvil o MD USA.bozogcn mit den Konstruktcn pCV!VFVIIIdB928'EDHPro bzw pCMVF- 
Vllle EDHFrc nacn Graham anc van der Eb sup^a transti/ien: und cer HyB-Selektion unterzegen isiehe Beisciel - i 
Nach O-20 ~agen wurden die resistenten Kolonien vereinzelt jnd auf Faktor VI I -E *.pressicn getestet 

5K-HEP- 1 -Zel en (ATCC HTB 52) tureen von der Amor car Type C j Iture Collection ( Rockvil le MD USA) bezogen 
una mit den Konstrukten pCMVFVIIIdB92S/ EDHPro bzw pCMVFVt llcE DHPro transfi/iert Die Transfek'ion erfolcte 
nach Neumann et al EMBO J 1 541 1982 in modifi/iertei Form Datei wurden 1 -3x1 0 7 -Zellen fur einen Elektrooo- 

4C -ationsansatz eirgesetzt wobei der Pjls mittels eines BicPad Gene Puisers™ tFirna BioRad CA LSA bei 1000V 
25uF 200 Ohm durchgefuhrt wurde AnscnlieBerd an den Puis «vurden die Zellen m Medium aufgerommen und 45 
Stunden nacn dem Puis in HyB-Seiektionsmedium (siehe Beisp el 1) ubeiuhrt Nach 10-20 Tager wurcen die resi- 
stenten Koonten vereinzelt und auf Faktor VI I l-Expression getestet 

Genamp ifikation Die Amphfikation mittels Hygromycin B HyB) er'olgte becmnend bei 200ug HyB/ml durcn Ver- 

J 5 dopplung cer HyB-Konzentration je Stufe (siehe Beispiel i) Die Amphfikation mittels DHFR bei 293 und SK-HE-- 
1 -Zellen ero gte begmnend bei 130nM Methotrexat (MTX) durch Verdopclung der VITX-Konzentration je Stufe Die 
bei jeder Amplifikationsstu'e entstehenden resistenten Zellklone wurden vereinzelt und auf Faktor V II -Expression un- 
lersucht 

Aklivitatsbestimmung von Faktor V II Samthehe Aktivitatstests erfolg:en mi; den Materiahen ("COATTEST VH- 
50 C'4"i und nach dem Protckoll der Firma Cfvomogen x AB Schweden bzw mit dem ' Immunochrom FVIII C" Kit der 
F rma Immuro Osterreich 

Protemnachweis mittels Western Blot-Analysen Western 3lots wurden entsprechend Towbin et al ;supra) vor- 
qe r ommen Als erster Antikorpe r wurce eine Mischung der moro«lonalen Anti--akto r VII I -Antikorper CLB Cag A CLB 
Cag 9 und CLB Cag 1 1 7 (alle drei Stel et al Blooc 63 1 405 1 953 j verwendet Als zwe ter Antikcrper wurde em Zieqe- 
^ Anti-Maus-Antikorper (Firma BioRad CA U5Ai in einer Verdunnung von 1 7500 verwendet welcher mit alkahscher 
Phosphatase konjugiei war Der Nacnwets mit:e s Farbung ero gte nach Standardmethoden mit dem Protobiot-Sy- 
stem der F rma Promega 

Un:ers jchungen cer DNA und RNA Struktur Die Prapara:icnen von DNA und RNA erolqten wie bei Beispie 1 
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beschnebon Zur Hybr disierung in Rahmen de' Southern Blol-Analysen bzw Northern Blot-Analysen wurcen Faktor 
VIM- dhfr- und hpr-Fragmente aus den jeweiligen Plasmiden is^liert (also aus pCMV'VlllcEDHPro pSVDHFR unc 
pCMV/Hy) 

Fur die Expression vor Faktor Vi 1 1 wjrden bisher besonders CHO-Zeilen untersucht (Kaufman et a I J Bol. Chern 

5 263 6252 1958 Fittman et al 3lood51 2925 1993) Die DHFR-defi/ie^ten CHO-Zeller v/aren zwar msotern inter- 
ossant als sio sieh icicht ubcr DHFR solcktiDron bzw rrit MTX hcch amplifizioron lassen Dor crtschcidcnco Nachtoi 
im Rahmer der Nutzung von CHO-Zellen bo stand jedocn dam daOs;enur auGerorderthch gennge Men gen an Faktor 
VIII exprimieiten. vor aWem nach mitialer Selektion konnte kem Faktor VIM nachgew;esen werden. Die Isoherung von 
^aktor VUI exprmiere^den CHO-Zellmien erfordei alsc hone Arrphf'kation Dies ist m t sehr hohem "Screeoinc M -Auf- 

j o wand verhunden da iie Ampiif kation 'blind'' :Jas heifli nhne vorherigem Testers vdi initial selektierten Zellklonen 
ablajfen nuR Zjden erwics es sich als schwieng statil Fremdprote'n-exprimierende CHO-Zellinien zl etab leren 
da es haul g zum Auttretor von "double minute" Chrome somen komnt (Schimke et al Cold Spring Harbor Symp 
Quant Biol 45 1961 Kaufman etal Mo I Ceh Bid 3 £ QC 1 9r-3) Auch aus diesem Grund kann stabile Fremdprotem- 
Expression mit Jem C HO-Zellsystem nur djreh haufizjes und ^u r 'we-" diges SLb«lonieren der untersuchten Zellklone 

? 5 orreichl cordon was edocn jmso aufwendiqor wrd c here ±e le-weihqon Zel k'one amo-fi/iert werder 

Aus d es3n (3 riin don soihen aui3er ChO-Zelien andore DHFR-oos.tive Ze I men au* ihr Faktor V ll-E <p-es3ions- 
ve-mocen unte-iucht worcen P'aferon/iOil sollten dabei hjmane Ze 'inien verwendet werden urn mcgliee Spe/ies- 
ab-angige Anaerungen der notwendigen pcsttrarslationalon Moditiknt onen auszuschheBen Urn diese DHFR-oositi- 
ven Zelhnien enerse^s etfi/ient selek'.icren z.j kcrnon u~d ar de r er soils v a dhfr ame ifi/ie-ian zu kornen wurde der 

20 EDHPro-Solc k*.i :ns- Ampiit kanonsmarkor eirgeset/* Als Ze ; nen wurden vergloichend 293 und SK-HE z - 1 -Zellen 
he-'ange/ege'" Nach>.'m --kior VIM endegen zum Toi in ;Jer _ebc r s\ nth etisiert wd wurden stellvertre'end fur hu- 
mane Leoer/oilon 3K--EP-1 -Zellen verwerdot 

^■boi d e Ze lime SK-HE F -1 als Expressionsvemkel cot es bishor in der Liter a'.ur koine Hinweise Die Zellm e 2 G 3 
wurde bemiU fir cie E O'ession ion 3 rotom C verwerdot ■ Wal s et al 1 3 S9) una hatte sich fur die Expression von 

2? -.-.ktc I cewatv: rsiene Beisoiel 1 , Beido ZoHnen burden jedoch no:h r cht 'ur die Expression ven Factor VII I un- 
'e-rsucht ::/w cesennocen 

Obwo'-I /Wri" auc-i die komolette Faktor VIII-cDNA ^Vlko he-ange/ogen wurde lag der Schwerpunkt auf der 
Exoression c nor Fakti-r VIH-Mutante (FVIl , cB925) welch e die gesamte- B-Domanc coletiert hattD (Loyte ei si - Biol 
C I err' 26c 74: 1 9? * • 

JO lie Konstrjkion des EE H-3e ektions- .-Ampl f kationsmnrkers efoigte wie n Beispiel 1 besenneben Cas Expres- 

Sicnsolas-^ic pOMV-V! Ic ECHPro (Fig 5-Aj c-ntstand ndem die vc I Ist -ire ge Fak'.or VI 1 1 -cDN A als Fragment m t glat- 
*c-r Enden n pCMV'EIHPrc eingeset/t wurde 
Analog entstand p 3MVF VI I ldB92&> -EDHPro 

^c^ste lung und Analyse der pCMVF VI II - E DHPro-'r ^nsfiziertcn Zcll-nion D c Zellm on 293 b/w SK-HEF-1 wurden 

■?s r r-i den Kons'ru-ten pC MVFVIIId3926 EDHPro b/w pCIVSVFV llcB925 EDHPro und pCMVF V1llc/EDh=>ro transfiziert 
j.nc der HyB- r>e ektion un'.er/ogen Ciedaraus resultierenden Ze! klone wurden enrsprechend 3eispiel ' auf ihreRNA- 
Struk:ur :jnte r such: C io gobMdeten RNAs lagen dicist r onisch vor Die Abschatzung aer vcrhancenen Gen-Kopienan- 
/ahl wurde mitteis Southern Blot-Analyse durnhgefuh'1 und bewogte sum bei den umensuchten 293 Zellen im Bereich 
ve-n 1-2 bei den untersuchten SK-HEP-i -Zellen bei 5-10 

40 Eie Amp'ifiMton der transfizierten - VI I ldB929-expnmierenden SK-HEP-1 Zel en via hoh v^n 20 Dug HyB-ml auf 

1 5C0uc Hv3 ml ze ate deutlch den Effect der Genamoiifikation wie es in Fig 9 dargestel t ist Die Taql-geschr ittene 
zeilulare DNA des initial selektierten Zellklones #1 963 wurde car des carajs hervorqeganger en. auf 1 500ug HyB/ml 
amplitizierten Ze Iklones ^3310 gegenubergestellt Nach alien Hybridisierungen mit einer Faktor VIII (Spjr 1-4) dhfr 
( Spur 9-1 2; und hph ( Sou r 5-3) spezifischen Sonce zeigte sich dabei eine Verstarkung der Signahntensita'en bei Klon 

J ^ #331 0 im Ver gle ich zu ?•• 1 963 Der interne Standard ist durch die Reak:ion der endogenen ^aktc r Vlll-Banden geceben 
Durch den Vergleich c^eser endogenen Factor Vlll-Banden der SK-HEP-1 NecabvkonUohe [Spur 1 ) mr denen der 
Kione #1 963 ( Spur 2) und *331 C (Spur 3) is: auch die Abschatzung der vorhandenen Faktor VIII Gen-Kopien bzw cie 
Angleichung der aufgetragenen DNA-Menge moglich In den Spuren 4 3 und 12 ist jeweils das Referenzplasmic 
pCMVFVIIIdB923/EDHPro dargestellt 

so Fur die Umstellun"^ von HyB-Selektion auf DHFR-Amplifika:ion wurde als optimale M^X-Kon/entration 100nM 

MIX ermitteit Die ansehlieOence Ampl fikaticn er'olgte entsprecherd den Prm^'ip der ublichen DHFR-Amplif^ation 
(siehe Beispiel 1 j 

Ee- aus dei Subklonierung des S<-HEP-1 -^lons #1 963 hervorgecancene Zellklon #5235 wurde bei der ECACC 
h inter: egt und hat die amtliche provisonsche Kenn-Numme r 94 0921 1 1 
55 Expression ven Fakto" VIII Expression von FVIIIdB923 C)er exprimierte FVIIId3925 wjrde in der Western Blot- 

Analyse uberpruft Fig 10) Die Zahlenwerte am Rand geben das Moleku argewich; in kDa an Zusa:zlicn ist cie ge- 
messene Faktor Vlll-A\tivitat in milli Units (nU) angegeben Dabei konnte gezeigt werden daB das Faktor Vlll-spe/i- 
fiscne Bandenspektrum auftrat. mit Ausnahme einer Bande bei rund 1^0kDa Der ven 293 als auch SK-HEP-1 -Zellen 
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expnmterle FVIIIdB925 weist die typischen Banden auf die im Zuge der Aktivierung von r aktor VII auftreten 
FVIIIdB925 expnmiert von 293-Zellen (Spur 1 und 2) unterschied sich insofern von Fakto' VIII aus SK-HEP- 1 -Zellen 
(Spur 5 und 6) als in qroOerem Ausmaf3 die Banden bei 50 45 und 43 kDa nacngewiesen werden konnten 

Die Exoression von FVIIIdB92S unc komplettem "akto- VIII in 293- und SK-HEP-1 -Zellen ist tn Tabelle 2 zusam- 
mencefaBt 293-Zellen expnmteien intial 100 -200m U FV!lldB325 1 06-Ze len und 24h disse Werte lie(3er sicr nach 
Subkomcrung wci:cr stcigorn 



Tabelle 2 





293-Zellen/ EDM -System 


SK-I iEP-1-Zellen/EDM-Systen 


CHO-Zellen (Dorneretal JCB 
135 2666 1957) Kaufman et 
al H 9~S) 


mU/10 6 -Zellcn 


nU-l0 6 -Zel!on 


mU/ml 


Initialsele-^t on 

Amplr ikation 
1500i.g HyB 
1 uM MTX 
ImM V!TX + vWF 


FVIIIdB926 100 - 200 
FVMIc 5-1 ~) 


FVIIIdB925 300 - 1000 
FVIIIc 5-'0 

FVIHdB92S 1000 - 3000 


FVllldB nicht ge/eigt 
FVIIIc 0 1 

FVllldB 1000-2000 
FVIIIc 1000 



00 



4 0 



Die FV MdB92S transtizierten SK-HEP- 1 -Zellen zcigten emc initia e Expression von 300mU FVI 1 1 ciB926 1 06 -Zellen 
unc 24n nach Subklonier jrg slicq dieser Wer: aul 500-lOOOmU F VI HdB923. 1 0 6 -Zellen und 24h Die Amplification 
ausgehend von 200uq HyB auf 1500ug HyB fuhite .'u eme* Express onssteiger ung bis /u 3000mU F VI I UB928/-1 C e - 
Zellen jnd 24h Die Amp I if kation uber den DHFR-Antei des EDHaVlarkers erfolcte wie- bet Beispiel 1 oeschueben da 
die h-cr dargestellten Zellklone noch uber das Fotontia" cer mi: der ublichen DHFR-Amplifikation emhergehenden 
E xpressionsste ice rune verf ugten 

Exoression vc kemp c'.terr Faktor VII Die FVIIIc :ransf-."crton 293 und SK HEP-1-Zcllcn wicsen unter Hy3 
Selection eine maximale Expression von iCmU FVIUC 1 0 e -Ze. en und 24h auf Die weitere Amplif ikation erfclgte wig 
oben beschneben 

D c mit dem h er beschneber en System erzielten E <pressionswerte sind vc>r allem in dem Zusammenhang mil 
den in der Literatur erreicrten Expressionsdaten zu fceurteilen Die hier bechnebenen FVIIfcSK -HEP-1 -Ze len expri- 
mierter bore its intial 1 0ml J FVI IIC 1 0 € - Zellen und ?*ih Der Verr^leich der in der I iteratur beschnebonen Express ion en 
von beKannten B-Domanen deleticrten Faktor Vlll-Konstrukter nit dem hier beschr ebenen System tal't arn.icn aus 
Im nier beschnebenen System der Exp-ession von FVI ldB929'EDHPx> in SK-HEP-1 -Ze len lieOen sich oh re MTX- 
Amo I if i kation bereits 3U F Vi 1 1 dB928 1 0 6 -Zel en und 24h nachweisen Dieser Wort ist vor al em unter Berucksicrr.iqunc 
des noch ncht genutz'en DHFR-Amplifikat onspotentials zu beurteilen welches sich wie bei Kaufman et al 1955 
supra beschrieben fir bis zu 10000facher Expressiorssteigerunq nutzen 1 le 3 Zusatzlch eroffnet gemaG Kaufman et 
al 1 989 die Moglichkeit der vWF-Coexpresion eine weitere Sieiqerun^ der Faktor VI It-Ausbeute 

Zusammenfassend laGt sich die Expression von Faktor VIII in CHO der in hurnanen Leberzeiler wie SK-HEP-1 
Zellen wie n Tabel e 3 gecenuberstellen 



Tabelle 3 



)HO-Zeller als FVII I -Expressiorssystem 



SK-HEP-1 -Zel en als FVI 



stem 



Fcrtsetzung der Tabe le auf der rachsten Seite 



50 
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Tabelle 3 (fortgesetzt) 



10 



SO 



-nach initialer Seiektion nicnt nachweisbare Expression 
von B-Domanen deletiertem F V I I urd FVIIIc 
-'bhnde" Amplifikation nct-wondig 
-dadurch sehr groOer "Screennq"-Aufwand 
-aufgrung der genngen FV M-Expression ist sehr hone 
Amplication erforderhch. die sehr zeitaufwendig ist 
-die hone Amplication erfordert mehr "Screening" 
-CHO-Zellen verfugen ube r "double mnute" 
Chronosomen die mit mstabiler Fremdprotein- 
Expression verbunden snd 
-hone Amplifikation bewirkt em groGeres Maf'3 an 
genet scher und express ons be/ogener 'nstaoilitat 
-Lnte-schiede der posttransiat onalen Modifikationen 
v/3H F'emdproteinen / B Glykosyherungen) m 
Veigleich zu humanen Pro'.einen 

mogl che Lnterschiede ces FV II da er in Ovarien/ellen 
s <pnr- ert wurde 



hohe FV MdB92S und FVIIIc-Expression nach mitia er 
Seiektion 

-dadurch g-c/ielte Amplifikation cerjenigen Zel klone die 
init al die groBte Menge an FVII exprimieren 
-damit verbunden wesenthch germcerer "Screening'- 
Aufwand 

-Zeiiersparms aufgrund der rascheren herstellurg hoch 
FV II exprimierender Zelhnien 

aufgrund der initial -ela:iv hohen Expression von FVIII 
ist geringe'e Ampltikat;on ausreichend 
-dadurch vemngert sich das "Screeninc"-Ausmaf3 
-erne genngere Anzahl -in Gen-Kcp en laOt sich leichter 
staci isie r en 

-koine! See/ es abhang gen Verarderungen der 
postti^r^lr-.tionalen Modifikationen wig / B 
Glykosy e run sen 

■aut~em scher FVIII da er in emer Leberzellmie 
expr mie^t wurde 



Beispiel 3 Expression des von Wi lebrand-Fa^tors in transf cr-ucter Zc'len unter spezieller ^erucksichti ^ung von 
humanen Leberzeihnie^ 

Von Willebrand Faklo' fvWF i kommt cine bedeutende Rclle im Rahmon seiner Faktor VIM stabilisieronden Funktior 
zu Aus diesem Grund war cinerseits die Coexpression von vWF /usammen mil F,-iktor VIII interessant anoererseits 
.Ni* auch die Expressicr ven vWF alleir bedeutend 



\0'-' struKicn der Pl^srr Je 



jo pAct MCS pActin ce nhalte: den 3 3kb gro3en Promoter do:- mers :hhchen |5 Actin Gens sowie 1 kb der 5' UTR 

ces |i Actir-Gcns Die 5-' UTR enthalt d us orstc Intron des |5 Actir Gens Es sehhcftt sich cine MCS an gefolgt von 
cor SV-O-Polyadenylierungsste ie pActm baser: au1 Plasmid pSVp (MacGregor end Caskey sup'a siehe Beisp el 
1 i Aus den rosult-erenden Plasmid pSVMCS \vu r cc cUs den SV^O-^romzrtor. Enhancer und das SV43 1 6- 1 '3S-I rtron 
emhaltende EcoR' -Sail -Fragment entfernt stattdessen wurde das Ac:in-Promoter und 5' UTR Actin-lntron ert ha tende 
E::RI-S -ill -Fragment aus pH^APr-1 (Gunn ng et al D NAS ?4 4r3 1 1 9?7) emgeselz* Dieses Plasmid wurde pAc:ir 
geranrt Dieses P asmid wurce rrit Cla urd Sail qeschnitten und m t den Oligonucleotiden 21293 5 TCG ATG T~A 
ACT A Co TAG C'A GC 3 C GG CCG CCG TAG GTC GCG AGT Z'.GA C AA TAT ~GA TAT CGG TAC CGG TAC CAC 
TAG TGT 3' (SEQ ID No 22) und #1294 5" CGA CAC TAG TGG TAC CGG TAC CGA TAT CAA TAT TGT CGA GTC 
GC- 3 AC G TAC 3GC GGC CGC GOT AGC TAC G TA GTT AAC A 3' (SEQ ID No 23) ligiert Daraus entstard das 

40 KorstruM pAct/MCS 

pAct/EDHPro pAct. MCS wurde mit EcoRV geschnitten und das 2200op groBe EDHPro-Fragment als Smal unc 
Bgl I Pol K behandekes Fragment ajs pCIW'EDHP-o emgese:zt scdai3 das Plasmid pAct EDHPro erv.stanc 

pActvWF/ECHPro Em aus ph-Aci-vWF (Fiscner et al FEBS Le:ters 351 345 (1994)) ausceschnittenem EcoRI- 
F'a:jment. das de gesamte cDNA des merschlichen vWF sowie etwa 20Cbp 5' und 1 30ep 3' JTR enthalt wird mit 
45 Pol K aufgefullt und h die Nrui-Schnittstelle von pAct/EDH D ro e ngesetzt Darius resultierte das Plasmic pAc- 
tvWF/EDHPro (Fig 11 >. 

Abgesehen vom gesamten kodierenden Bereich ces vWF enthalt dieses Fragment 200bp der untranslaoerter 
(JTR) 5'-Region und 150bp der untranslatierten 3'-Region 

He^ste lung der permanenten Zell men Initialselekt.on und Amplifikaticn ertclgten wie bei Beisp e! 2 beschr ebon. 
so vWF-Cuanttfizerung mittels ELISA Die vW--Quantifizierung erfolcte mittels des von Boehrmge r Mannheim BRD 

erhaltlichen ELI SA-Systems ("Aserachrorn vWF Nr v36 0272) 

Proteirnachweis mittels Western Blot-Analysen Die Western Biot-Analysen wurden entsprechend den Beschrei- 
burger in Beispiel 2 durchgefuhrt Als erster Antikorper vvurde em po yklonaler Kaninchen-Arti-vWF-Antikorper (Firma 
Dakopatts Danemark) in emer Ve^dunnung von 1 1 00 eingesetzt A?s zweiter Artikbrper wurde em Ziege-Anti-Kanin- 
55 chen-Antikorper Firma BioRad CA USA) in emer Verdunnung von 1 7500 verwender 

Un:ers jchungen cer DNA- jrd RNA-S:ruk;U r Die Praparationen von DNA unc RNA erfolgten wie in 3eispiel 1 
beschneben. Zur Hybr disierung in Rahmen der Southern 3lot-Analysen bzw Northern Blol-Analysen wurden vWF-. 
dhfi- und huh-Fragrnente hus den jewel igeri Plasrniden isclierl -also aus pActvWF EDHPro pSVDHFR pCMV/Hy) 
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He r ste lung und Analyse von pActvWF EDHPro-lransfizierten Zellmer Analog den Beschreibungen bei Beisp e 
2 wurden 293- unc SK-HEP-1 -Zellen rnit dem Express onsplasmid pActvWF/EDHP'O transfizieit unc stab il vWF-ex- 
pnmerende Zetlinien selektiert und im Rahmen von Southern 3lot-Analysen charaktensiert Im AnschluR an die Se- 
lektion -nit HyB wurden sowohl 293- a Is aucn SK - HE P-" -Zellen a jsgehend von 1 OOrlV MTX ube r die dhfr-Emheit des 
5 EDH-Markers amphfiziert In beiden Fallen wur^e vWF in groOen Mengen expr miert Die Identitat des exerirr lerter 
vW" m t plasmatischcm vWF wurdc mit:cls Western B'Ct-Aialyson fes*gcstcl!t Die vWF-Quantitizicrung orolgto mit- 
tels ELISA-Bostimmungen Zusatzlich wurde die Ristocetin-mduzierte Trombozyten-Aggregatior mittels ces entspre- 
chenden ^es:s der Behrmgwerke (OU3D von Wi lebrand Reagenz) jrtersucht 

io Beispiel 4 Expression von rekombmantem hungrier F -dktor I X in SK-HEP- 1 - und 293-Zellen 

Aus einer "randomly primed" hunaner Leoer Lambda gtiO Phagen-Biblio:hek wurce die cDNA des humanen 
Faktor X sohert Das Faktor IX cDNA-Fragmen: umfaGl reben der kodierenden Region 4 Nukleotide der 5' UTR unc 
48 Nukleotide der 3' UTR Dieses 1 4kb groOe von EcoFI-Linkern flankierte Fragment wurde anschlieGend in cie 
^ EcoRI-Stel e des Flasmids Bluescriot II KS- < St'rf.eqere) gesetzt Dieses Plasmid wurde pBluell KS- FIX qenannt 

Wie r Fig 12 schematisch besenneben wifd mittels S'anca'd-Klomerungs-Metnoder (Vlariatis et al supra) cie 
Faktor X-cDNA als EcoRI-Fragment in das ebenfalls EcoRI-geschnittene Plasnid pCMV-MCS V gesetzt und ergibt 
pCMV-FIX pCMV-MCS-V ist em r 'olgeplasmid vor pCIVV-MCS (siehe Beispiel 1) in dessen Xhol-Stelle */vurde cie 
ryCS rr it der Sequonz S'-TCGAATCGA TTGAA^TCCC CGGGGTCCT 2 TAGAGTCGAC CTGCAGAAGC TTAGTAC- 
20 TAG TAG GCC TAGG GCCC TATDGA-3' (SEQ ID \lo 24; einge'ugt 

Das resultierende Plasmid pCMV-FIX >/vurrje mi: Smal und Avrll geoffnet und cio ED H-K -issetto aus Plasmid 
pB4.EDHP-c- als E:oR\AXo,-:l -Fragment eingesei/t Das -esultierende Plasmid ist pC MV-FIX-EDHPro 

pB4.EDHPro Die EDH-<assette wurae als Sma 3glhl -Fragment aus pCMNA EDHPro isoi ert und ir den Sma- 
BamHI-gescbnittenen Vek:c pBluescnpt II SK- Pharmacia. S:hweden: eingeset/t 
25 293-:A T CC CRL 1573) unc SK-HEP-1 -(AT'JC H -3 52)-Zel!en d:e routinemaO c in DM EM' Ham's F12-Medium 

supplementiert mit 2mM Glutarrnn jnd 10°<. fota om Kalberserum waensen wurden mittels CaFC a -Met" , ode bzw Elek- 
foporation fBioFad Gene Pjlsen zur Ajfnahme von pD V1V-F! X-EDHPro aebracht Z'vei Tage nach DNA-Aufrahme 
wurden die Zellen in unters:hiedli~hen Zeildicr:on aus^lattioit und das Medium /ur Selektion rnit lOOiig f 293 i bzw 
2'OCug 'SK-HEP-1 ) Hygronycin B ml veisehen Zwei Wochon spaler wurden die resuHierender Zellklone isoherl unc 
30 m se paraten Zellkultur-Schalen zu- Kom'luenz cewaensen in serumfreien 24 SUnder-Ze Ikultuuberstanden die nit 
lOug Vtam n K r ml supolementiert sind wj'den anschlie3end Antigenmergc iELISAj Funktionahtat : entsprechende 
Akt vitatstestsi unc qualitative Integntat : Western Blot-Analyse) des septet erten rekombinanten Proteins untersucht 
Die Zelzahl -.vurde nach Trypsmicen der Zeller i m Ze zahlmeGgerat der Pa Scharfe Reutlmcen Deutschland) be- 
stimmt 

Zur F^-;tor I X- Antigen-Bestimm urg wurde der Test-Kit der Fa Boehnnger Vlannheim (Ass orach rem Fnctcr FIX- 
Aq Diagncstica Stage) verwendet wobei zur Standarc^urven-ErsteMung em Ret erenzplasma das MfVUNO Refe- 
renzplasma 5220005) verwendet wurde 

Zum Nachweis dc Gernnungsaktivitat wurde em Ein-Stuter- Ger nnungstost unt^r Verwendung eines Amelunc 
KC1 0-Coagulometars emgesetzt Hierbei wurden zunachst jeweils gle che Tei e der zu bestimmenden Probe Faktor 
•to I X-Mange plasma und Phosoho ipid Kaolin-Akt vator-Losurg bei 37 3 C 4 mm mkubieT anschlieBend zum Start der 
Reaktion em Teil 25mmol CaDI 2 addiert die Gennnungszeit gemessen und mit einer m ttels eines Fakter IX-Standards 
erstellten Standarckurve ermittelt 

Zur Western Blot-Analyse wurden 10j.iI Zelkulturuberstand reduziert und denatimert jnd ir denaturierenden 4° c 
Sammel- S J o-Trenngelen nach Lammh (Nature 227 650 1 c 70) rrr dem BioRad Mim-Frotean II Dual Slab Gel -System 
aufgetrenn: (3ioRad Laboratories Ricnmond CA USA> Die Proteine wurcen nach ertolgtem Gellaut mit dem BioRac 
fVini Trans-Blot-System (B cRad Laboratories Richmord CA USA) n Transferpuffer ■ 25mM Tns 1 92mrV Glycin) auf 
Nitrozellulose-Membranen transfenert Zur Visuahsierung des rekombinanten Proteins wurde Jas Protobfot-System 
aer Fa Promega (Mad son WIS USA) verwendet Als Antikorper zur Faktor IX-Bindung wurde Kanincnen-Anti-Faktor 
LXSerum der Fa Dakopatts Glcstrup Danema'ki eirgesetzt 
50 Aktivitats- und Antigen-Ausbeuten typischer Zellklone und zugehonger Negativ-Kontroilen sind in Tabelle 4 auf- 

gefuhrt 
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Prinzipiell laBt sich aus den Expressionsdaten schheRen daB mit dem erfmdungsgemaBen Expressicnssystem 
im Vergleich zu denn tr de- Literatur beschnebenen ChO-Expressionssystem bereits bei nicht-amplif zierten initialen 
Zelikionen erheblich hohere Expressionswerte von rekombinantem Faktor IX in SK-HEP-1- und 293-Zellen erzielen 
lassen und cer Anteil von ; unktionellem Faktor IX am Gesamt-Faktor IX wesentlich gro3er ist. E n weiterer Vorteil des 
55 hier beschnebenen Selektionssyslems besteht darm da3 von alien nach Trarsfektion/Elekuoporation isolierten Ein- 
zelklonen alle (>95°o) auch rekombmanten Faktor IX produ/ieren dies steht im k^assen Gegensatz zu den herkomm- 
lichen CHO-dhfr-Expressionssystem. n dem sowohl bei Cctrarstektion als auch bei Verwendung bicistronischer mR- 
NAs ohne interne Ribcsomen-Bindungsstellen nur em Bruchteil der isolierten Klone Faktor IX p'oduzieren (Ehrlich et 
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al JBC 264 14293 1 969) 

Fig 1 3 zeigt den Western Blot von rekombinanten Faklor IX aus reprasentativer 293- und SK-HE^-I -Zell-Klonen 
im Vergleich zu plasma* ischem FakTor IX und rekombmantem Faktor IX aus OHO-Zellen 

Re^orrbinanter Factor IX aus alien dre Ze hnien zeigt em dem plasmatischen Faktor IX vergleicnbares Moleku- 
* largewicht 293-Fa-aor -X wurde vom 293-Klon 291 -1 4 erhalten SK-HEP-1 -Faktor IX vom Zellklon EP 9 Als Kontro le 
wurdc auch rekomoinantor Faktor IX aus a cm ChO-Zc Iklon F 45 dcr mttols konvcnt oncllcr Faktor IX/dhfr-Cotrans- 
fektion erstel t wurde aufgetragen 293- SK-HEP-1- und CHO-ZeMen die kerne Expressionsplasmide enthalten. pro- 
duzieren keinen -aktor IX 

Bei den Expressionsdaten set noch tm spezieller darauf h ngewiesen daiB das Ampl fikationspotentia! im vorhe- 
io gender Be sp:el noch nicht ausgenutzt wurde Die Ausbeuten lassen sich nach erfolgter Amphfkatior noch drastiscr 
steigern 



Beispiel 5 Expression von rekombmantem hunaner Protem C in SK-HEP-1- und 293-Zellen 

Aus einer "randomly pined" humaren Leberzell->.qt1 0-Phsqen-Bibliothek wurde die cDNA des hurnaner Frotein 
C sohert Neoer cer kodierenden Reg on entha t die cDNA auch 100bp dor untrarslatier!en (UTRi 5'-Region und 
50Cbp der untians;atie-;en 3 -Region, jrd ist be dorseits von EcoRI-Schnittstoi en flankiert Dieses 1 9 kb grofJe Frag- 
ment wurde in die EcoRI-Stelie des Plasmids pUC-13 (Pharmac a) e-ngesetzt und pPr:C-l genannt 

pPrtC-1 enthalt auf Aminosau-eebene im Vergleich zur pufclizier-Gn Protein C-Sequenz i Bechmar et al NAR 13 
5233 1 995 Foster und Dave PNASST47S6 1 C 54) zwei Unterschiode Codor 76 des reifen Protein C enthalt statt 
der publizierten Sequent TTD das Triplett CTC (dies resultiert in einem Ammosaureaustausch von FHE zu LEU) zur 
^rceren weist pPrtC-1 erne n-frane-Deletion jener 5 Coaons iS'-GGC GAC AGT G3G GGG-3') auf die fur die Ami- 
nosauren 358 bis 362 :G LY-ASP-SER-GLY-GLY ) des re-fen Prole n C <od>eren 

Mittels Standa-d-Klonierungs-Methoden Maniatis et -if supra) wurde mr. Fst! em 1 5ko gro:3es D rotem C-Frag- 
merit (we-cnes den 5' JTR. jodocn nur noon 1 5bo des 3' UfR-Be-echs enthalt) aus pPrtC-1 ausgeschntten und in 
der Ps'.l geottneten pTM3 (Moss et al Nature 345.91 " G 90) insenert das resu tierende Plasm.id ist pTIV3-PrtC 

Un:er Verwendung ernes Mutagenese-Sets (Sculotcr In Vit r o M jtagenesis Kits ■Firrna Amersham) und des DNA- 
Pnrners S'-TGTGAGCTGCCCCATGGTGGAGGCACTGGC 3' :.SEG ID.Nc 25.- wurde cie mil dem Translationsinitia- 
lionscodon ATG uberlappende DNA-Sequer z ir pTMG-PtC in eino \col-Schr ii:s:.elle u rgewancelt Das res uluerende 
Plasmid wurde Ncol geschnitten und rehgiert. .im die in pTM3 gelegene Nc cl-SchmUstelle an die neu geschaffene 
Ncol Schnr.ts'elle am 5'-Ende des kodie enden 3ereiches cer PrtC-cDNA zu 'usionieren Hierdurch ging de- gesamte 
5' UTR der ProtC-cDNA verkxen 

Mit Hilfe des Sculptor in Vitro Mutagenesis Kits und des Pernors 5 -GTGGAAGG AGGCG AGC ATGGGCCCGC- 
C ACTGTC3CCCT3GC AGGCATCCTGCCGGTC 3' (SEQ ID No 26) wurden /unachst d c fch encen 15 Nukleotidc 
wieder n pTM'3-FrtC msenert urn die o a Deletion zu repaneren Das resuitierende Ptasmid wurde pTM3-^rtCpt mut. 
geranrt 

Auf analcge Art wu-de sohlieGlich mit dem D rimer S'-GCAGTDGC AGCTG AAGCTGCC G AT- 3* (SEQ ID No 27) in 
pTVI3-PrtCpt mut die -unkt mutation in Codon 76 m die Wildtyp-Seauenz verandert Das resultierende Plasmid wurde 
pTM3-PrtCwt genannt 

Wie in Fg 14 schematisch beschneben wu-den die PCwt bzw PGp: mjt cDNA-Fragmente aus pTVI3-PCwt 
bzw pTM3-PCpt nut. als Ncol Stul-Fragment m das Ncol Smal geschnittene Plasm d pCMV-MCS I gese:zt pCMV 
I ist em Abkommling des P asmids pCMV-MCS Dieses Plasmic bemhaltet der "Immeciate Early Gene"-Promoter/En- 
harcer des menschlicren Cytomegalovirus jnd 30bp der 5' UTR des zugehonqen Gers Es sch leBt sich die MCS nit 
der Sequenz 5'-TCG AGCATGG AAGCTTA'CGATCCCGGG AA TTCGGTACCG TCGACGTTGC A GGTGCACGGG 
CCOAGATC'G ACTGATCG A-3' (SEQ ID No 28' an gefolgt von dem SV40 1 63/1 9S-lntron und der SV40-Foyade- 
nyiierungsstelle 

Die resultierenden Plasnide pCMV-PGwt bzw pCMV-FCpt mut wurden mut Kpnl qeodret und die EDH-Kassette 
aus Plasmid pB4'EDH D ro (siehe Beispiel 4* als Kpnl-Frsgment eingesetzt Die -esultierencen Plasmide sind pCMV- 
PCwt-EDH=>ro bzw pCMV-FCpt mut-EDH^ro 

Beide Plasmide wurden wie n Beispiel 4 oeschneben in 293-(ATCC CRL 1 573) und SK-HEP-1 -(ATCC. HTB 
52i-Zellen eingescnleust und Zellklone isoliert 

In serumfreien 24 Stunden-ZellkUturuterstanden die mit 1 0ug Vitamin K^'ml supplementiert sind wurden an- 
schlief3end Antigenmenge (ELISA) Fjrkticnah:a: (entsprechende Aktivitatstests) und qualitative Integritat (Western 
Blo;-Anaiyse > des sekretierten rekombinanten Proteins untersucht Die ZeUzah wurde nach Tryps nieren der Zellen 
(im ZellzahlmeGge-at der Fa Scharfe Reutlinger Deutschlandj bestimmt 

Zur Protein C-Antigen-Bestimmung wurde em Test-Mt (Asseracrrom Factor =>rotein C-Ag Diagnostica Stago Fa 
Boehringer Mannheim, verwendet wobei zur S:andaxUurven-Erstel ung em mitgeheferter Standard benutzt wurde 

Zum Nachweis der Gerinnungsaktivitat wurde em Ein-5tufen-Gerinnungs*est unter Verwerdurg ernes Amelunc 
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KC4-Coagulome:e^s e ngeset/t Hierbe wurden /unacnsl eweils gleiche Teile der zu best im mender Probe Protein 
C-Mangelplasrna Protac und Pbosphohpid/Kao in-Aktivator-Losung be 37 r C4mm mkubtei: arschlieGerd /urn Start 
der Reaktion em Tetl 25mmol CaC\ 2 ^ddiert die Ge r nnungs/eit gemessen und mit einer mittels emes Protein C- 
3tanda r ds erstellten S'.ancardkurve ermttelt 

5 Zur Western Blot-Analyse wurden 10liI Zelkultur uberstand roduziert und denatured jnd ir denaturierenden 4°c 

Sammo!-/1 3 c o Tronngclen nach Lammli Nature 227 660 " 97CT m t dem BioRad Mini-Frotcan II Dual Stab Gel-System 
aufgetrenn: (3ioRad Laboratories. Richmond CA USA* Die P'oteme wurcen nach erfDlgtem Gellauf mit dem BioRac 
IV/ini Trans-Blot-System (B oRad Laboratories Richmond CA USA) n Transferpuffer 25mM Tris 1 92mfV Glycine auf 
Nitrozellulose-Membranen transferiert Zur Visualisierung des r-zY ombmanten Protoirs wjrde das Protobict-S/stem 

to cer Fa Prcmega (Macison Wl USA) verwandt Als Antikorpm /i.r Froteir C-Bindung wirde Kan-nchen- Anti-Protein 
C-Serum (Fa Dakopatts Glostrjp Danemark) engesc-t/t 

Akttvitats- und Antigen-Ausbeuten typischer Zelik/cne und /jgohoriger Negativ-Kontrollen sind in Tabelle 5 auf- 
gefuhrt Fig 15 zeigt den Western Blot von rekombmarten Protein C aus 293- und SK-HEP-1 -Zellen im Vergleich zu 
plasmatischem Faktor IX 

Wahrend in nicht-transfi/ior.en SkHepl-Zellen iProoe 562-2-0 keir Protein C nacnwe sbar ist ze qer sowoh! mit 
wt wie ^uch mit ounktmutierter ^rotem C-cDNA transfiziore 2-3 t/w SkHepl-Zellen entsprechende Expression In 
ailen Fallen sind schwere jrd Ictcnte Ketten des Protein C rachweisbar verglechbar dem elasmatis:hen Protein 2 
Von 293 und SkHepl-Zellen prodL/iertes wt-Protein 0 ist jed>:^ nj- zu etwa 50°o [Klone 565-12 565-C-l bzw 30°c 
•Klone 563-15 563-6) in schwce und leich'e Ketten prozessie". wahrend das verbleibende Material als jnprozes- 
~o siertes M single-cham"-Moiekul vorhegt Im Gogensat/ dazu st dns punktrnutierte Pro:e n C zum uberwiegonden Teil in 
schwere urd ieicnte Ketten prozessiert wie an den Uterstancen Dor oeicon 293 Zellklono 540-1 5 und 54C -20 e'Sicht- 
ich ist Die Mole«Uarcewi::rte eines mit aufgetragenon GrofJorrrarkers smd ar de- rechton Seite der Fig 15 ange- 
:;eten 

De- A-tikel vonGnnnell etal Adv Appl Biotechnol Sen es 11 29-63 1 Q 90 'a3t die M-Protem C -Expressionsdaten 
oer Arbeitsgruppe oei Eli Lilly /usammen Hieraus wird ersi^htlich daB bei initialselektierten nicht-anrpliti/iorten Zell- 
klonen die maximal erreicnten Expressionsdaten 1 1b ug/1 C 5 -Zellen und Tag richt ubcrschritten bei dem von uns 
beschriebenen Expressiorssystem sind inn Gegensa:z dazu durchaus 3-fach hohere Expressionsraten moglich wie 
im Falle des <lons 565-12 domonstnert 'Tabelle 5i 
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Beispiel 6 Expression von humanem Serum Abumin (HSA) in trans'onnierten SK-HEP- 1 -Zellen 

KonstruKticn des FSA-Expressionsplasmids 

Das Exp-essionsptasmid pCMVFVI ldB92S EDHPro 'siehe Beispiel 2) wurde mit Smal und Sh I geschnitten die 
FVIII-cDNA cntfcrnt und mit dor Smal Sail gcschnittcro HSA-cDNA aus pAlb4 ligicrt Dabei entstand das Exprossi- 
onsplasmic pCMVHSA/EDHPro (Fig 17) 

Herste lung und Analyse von pCMVHSA/EDHPro-transtizierten Zelhnien: 

Analog den Beschreib jrger bei Beispiel 2 wurden SK-HEP-I-Zel en mit dem Expressionsplasmid pCMVHSA/ED- 
HPro trans'i/iert und s:abil HSA-expnmierende Ze II in on selektiei Cie Selektion erlolgte m t HyB begmnand bei 20C 
ug^ml und wurde in der Folge auf 400 ug ml erhcht Im A~schiul3 an die Selektion mit HyB wurden die SK-HEP-1 -Zellen 
ausgehend von 1 00 nM MTX uberdse dhrr-Einheit des EDH-Vlar<ers ampliti/iert Auf 6e r Stufe von 403 ug Hy3 kcnnten 
bis zu 1.7 ug HSA/ 1 0 6 -Zellon und 24 S:unden und 2 6 uq HSA/rrl nachgewiesen werden Die Identita: ces expnmiertcn 
HSA m : plasmatischem HSA und HSA aus 3 ichia pastons .vurde mittels Western Blot-Analysen festgestellt (Fig 18] 
D-e HSA-Quantit zicunq erfclqte mittels EL SA-Bestimmurqen 

[Vatenahen und Methoden 

Konstrukticn der Plasmide 

pSVIVHSA/ECHPro pC MVFVII U3 Q 28 EDHPro wurde mit Smal und Sail geschnr.ten das FVII d3=>2~-Fraqmc-n1 
entfern: und stattdessen hgiert mit dem Smal Sa I gcschnr.tene HSA-Fracment aus pAlb4 (Fig 1 7: pAlt4 setzt sich 
aus p3luescript 4 SK- und der HSA-cDNA (Lawn et al Nucleic Ac d Res 9 3103-6114 (1951) Duqaiczv k et al D N AS 
79 7' -75 1 952)] zusamrren 

Heistellun^ cer pe'manen'.en Zelhnien 

■ r itialselektion unc Amp.itikation crf:lqten wie in 3e spiel 2 beschr ebe-n 

JO h 3A-Qjan:itizierunq mitte s ELI SA 

Die HSA-Quart f izierung im EJ SA erfo gte mittels des men ok lor alen Anti-HSA-Antikorpers (Pierce) und des von 
Dakopatts Danema/k erhaltlichen Kanmchen -Anti HSA- Antikorperserums. welches direkt mit Peroxidase gekoppelt 
vorlag 

Prote-nnachweis mittels Western Blct-A~alysen 

Die Wes'ern Blot-Analysen wurcen entsprechend den Beschreibungen in Beispiel 2 dumhgefuhr: Als erster An- 
tikorper wirde em monoklonaler Anti-HSA-Antikorper ( Monosan Sanbio Niederlande) in einer Verdunnung von 1 500 
eingeset/t Als zweiter Antikorper wjrde em Ziece-Anti -Maus-Antikorper (Firma BioPad USA) in einer Verdunnung 
von 1 7500 verwerdet 



Patentanspriiche 

1 . Expressionsplasmid das eine dicistronische Trarskriptions- Trans ationseinheit enthalt. welche e ne Sequenz fur 
em Fremdprote.n und eine Sequenz fur em Fusionsproteir umfaB: wobei das Fusionsprotein mmdestens einer 
Selektions- und mmdestens einer Amphfikationsmarker enthalt 

*o 2. Expressionsplasmid nach Anspruch 1 ^adjrch gekennzeichnet da3 die dicistronische Transkriptions- Translate 
onsemneit zusatzlich eine interne Ribosomenbindungsstel e umfaOt 

3. Expressionsplasmid nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet daB die interne Ribosomenbindungsstelle die 5'- 
nicnt-translatierte Region des Encephalomyocardit s Virus (EMCV 5'UTR) ist 

55 

4. Expressionsplasmid nach einem der Anspruche 2 oder 3 dadurch gekennzeichnet daG die kodierende Sequenz 
fur das Frerrdprotein 5' unc cie kodierende Sequenz tur cas Fusionsorotein 3' von aer mternen Ribosomenbin- 
dungsstelle liegt 
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5. Expressionsplasmid nach einem der Anspruche 1 bis 4 dadurch gekennzeichnet caB das Fremdgen und die 
Sequenz fur da^> Fusionsprotein in eine dicistromsche mRNA tianskritiertai sind 

6. E < press ion splasmid nach einem der Anspruche 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet daB die dicistror ische Tran- 
sh nptions-'Translationsemheit nur emen Promoter vorzugsweise den CMV-Promotor cen 3V 4C-Promotor oder 
den humanon ji-Actin-^romotor urrfaB*. 

7. Expressionsplasmid nach einem der Anspruche 1 bis 6 dadurch gekennzeichnet daB die dicistror ische Tran- 
sV nptions-'Transtationseinheit zusatzlicn en ntron vo7ucsweise das Intron des SV40 t-Antigens das 16s/1Qs- 
Intron cder das erste intron des humanen |5-Act'n-Gens und em Poly-Adeny lerungssigral vorzugsweise das der 
truhen oder spalen Transkriot onseinheit des SV40-Vir js enthalt 

8. Expressionsplasmid nach einem der Anspruche * bis 7 dadurch gekennzeichnet daB die Scquenz fur das Fusi- 
onsprotein ajs zwei Teilsequenzen nanlich einem hochamphfizierbaren ArrplifKationsmarkergen vorzugsweise 
dem D hydrcfcl.it Reduktase-Gen und einem Se ektionsmar^erqen vorzuqswe se dem Hyqromycin 3-Phcspho- 
transferase-Gen besteht 

9. Expressionsplasmid nach einem der Anspruche 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet dab cas Selektions-- Amplifika- 
honsmarker-Fusionspro:ein bifunktionell ist und die fur das Fusionsprotein kodierende Sequenz so konstruiert ist 
daB der S'-kcdicrenden ~eilsequenz das Stopkodon unc der 3 -kodierenden Teilsequenz gegebenenfalls das Start- 
kodon le-"it 

10. E <pressicnsplasmid nach oinem der Anspruche 1 bis 5 dadurch cekennzei:rnet daG die kodierenden Sequenzer 
der beiden Proteinarteile der Sequenz fur das Fusionsprotein durch eiren Spacer getrennt s nd der insbesendere 
aus emem 15 Nukleot de lanqen Scacer besteht 

11. E ■pressicnsplasrr id nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet daB die Sp^cersequenz fir 5 Glycinreste hodieri 
und die Sequenz GGA GGC GGG GGT GGA (3EO ID NO 2) aufweist 

12. E » pressicnsplastr id nach Anspruch 10. daourcn gekennzeichnet daB die Spacersequenz fur 5 Prolinreste kodiert 
und die Sequenz GCA CCC CCG CCT CCA SEG i D NO 1) aufweist 

13. E^pressicnsplasmid pSMV EDH-Sp pCMV EDHG y oder pCMV EDH^ro 

14. E/pressicnsplasmid nach einem der Anspruche 1 bis 12 dadurch gekennzeichnet daB die Sequenz fur das 
Remdprotein emc Sequenz fur cm humares Plasmaprotem ocer em virales Protein bzw em Deriva: oder em 
-f-.gmert davon umfa3t 

15. Expressionsplasmid nach Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet daB die Sequenz fur das Fremdprotein eine 
Sequenz fur die humane Prothrombm-cDNA umfabt 

16. Expressionsplasmid p 3M VFI I EDH-5p pCMVFll EDHGly ocer pCMV-FII/=DHFro 

17. Expressionsplasmid nach Anspruch 14 dadurch qekennzeichnet daB die Sequenz fur das Fremdprotein eine 
Sequenz fur die humane Faktor Vtil-cDNA jmfaOt 

18. Expressionsplasmid pCMVFVI llc/EDH-Sp oCMVFVlllc EDhGly oder pCMVFVIIIc EDPPro 

19. E <pressionsplasmid nach Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet daB die Sequenz fur das Fremdprotein eine 
Sequenz fur die Deletionsmutante dB92S des humanen Faktor Vltl umfaBt 

20. Expressionsplasmid p SMVFVI I ldB c 2S- EDH-Sp pCMVFVI ldB925< EDHGly ode' pCIVV~VllldB92S'EDHPro 

21. Expressionsplasmid nach Anspruch 14 dadjrch gekennzeichnet daB die Sequenz fur das Fremdprotein eine 
Sequenz fur die humane Faktor IX-cDNA um'aBt 

22. Expressionsplasmid pGMV--IX-E JH-Sp pCMV-FIX-EDHGly oder pCMV--IX-EDHPro 
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23. Expressionsplasmid nach Anspruch 14 dadjrch gekennzeichnet daB die Sequenz fur das Fremdprotein eine 
Sequenz fur die humane Protein C-jDNA umfaGt 

24. Expressionsplasmid pCMV-^Cwt-EDH-Sp. pCMV-PCwt-EDHPro oCMV-PCwt-EDHGly pCMV-PCpt mut.-EDH- 
Sp pCMV-PCpt mut. -EDHPrc Oder pCMV-PCpt mut -EDHGly 

25. Expressionsplasmid nach Anspruch 14. dadjrch gekennzeichnet daB die Sequenz fur das Fremdprotein eine 
Sequenz fur die humane von Willebrand Faklor-cDNA umfaGt. 

26. Expressionsplasmide oAct-vWF-ECH-Sp p Ar.t-vWF-E jHP-o und pAct-vWF-EDi-Gly 

27. Expressionsplasmid nach emem der Anspruche 1 bis 26 dadurch gekenn/eichnet daf3 es e ne Oder mehrerc 
Expressions«assetten umfaBt welche die DNA Sequen/on SEQ ID NO 6 SEQ ID NO 7 oder SEQ ID NO 5 
enthalten 

28. Fusionsprctoir dadurch gekenn/eichret daB es aus emem hoch-amplifizierbaren Amplifikationsmarker unc 
emem SelcK,:icnsmarker bcsteht 

29. Fusicnsprcteir nach Anspruch 28 cadurch gekennzeichnet daGdem 5'-kodierenden Gen fur den Arrplifikations- 
marker das Stopkodon und dem 3'--\odierenden Gen fur den Selcktior smarker das Startkodon f eh It 

30. Fusicnsprcteir nach Anspruch 25 dadurch gekennze cfnet daB der Amplifikationsmarker und der Selektiors- 
markerdurch cm Space-protein getrenrt sind das vor/ugsweise aus mindestens 5 Glycinrc-sten oder aus nince- 
stens 5 Prcimresten besteht 

31 . Fusicnsprcteir nach e nem der Arspruche 2r bis 30 d -.dumh gekenn/eicnnet dai> de- Selektionsmarker-Bereich 
eine Amplifi/ierungsfunktior aufweist 

32. Fusicnsproteir welches die Ammosaurese quorv SEQ ID NO 3 SEQ ID NO 4 odor SEQ D NC 5 aufweist 

33. Transfizierte e jharyontische Zellime vcrzugsweise a jsgewahlt aus den Zellimen SHO 293 oder humane Leber- 
/el mien wie SK-hEP-1 oder Chang Liver die mit einem Expressicnsplasmd nach eirem der Anspruche 1 bis 27 
transdziert ist urd em Fremdprotein ex prim ert 

34. Transfizierte eukaryontische Zellime nach Anspruch 33 dndurch gekenn/eichnet daG s e das humane Prothrom- 
bin exprimierl 

35. Transfizierte e jkaryortische Zellime nach Anspruch 33 dadurch gekennze chnet daB sie den humancn Faktor 
VII exprimiert 

36. Transfizierte e jkaryontische Zellime nach Anspruch 33 dadurch gekennzeichnet daB sie die Deletionsm jtarte 
dB92S des numanen Faktors VIM expnmier. 

37. Transfizierte eukaryortische Zellime nach Arspruch 33 dadurch gekennze chnet daB sie den humancn Faktor 
-*5 IX exprimie r t 

38. Transfizierte eukaryontische Zellime nach Anspruch 33 dadurch gekennzeichnet daB sie das humane Protein C 
exprirnied 

50 39. Transfizierte eukaryontische Zellime nach Anspruch 33 dadurch gekennzeichnet daG sie den humanen vcn Wil- 
lebrand Faktor exprimiert 

40. Verfahren zur Herstellung von Fremdp r oteinen dadurch gekennzeichnet daB e ne eukaryontische Zellime nit 
emem Expressionsplasmid nach eirem der Anspruche 1 bis 27 transfiziert wird die erhaltenen Kione durch einer 
55 SelektionsprozeB jnter der Kontrolle eines Selektionsmarkers isohert und dabei vorzugsweise gleichzeitig ampli- 

tiziert werden anschheBend unter der Kortrolle eines Amp itikationsmarkers eine weitere Amplitikation erfolgt 
wooei das Fremdprotein exprimie't und geemtet wird 
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41. Verfahren n^ch Arspruch 40 dadurch gekennzeichnet da3 der Selek'.ionsprozeG unter Veiwendung von Hygro- 
rnycin B und d e weitee Amplifikation ureter Veiwendung von Methotr exat erfolgt 

42. Verfahren n^ch Arspruch 40 Oder 41 dadurch gekenn/eicnnet daG als Zelhnien CHO 292 Oder humane Leber- 
zel mien wic- SK-HEP-1 oder Chang Liver mit emem Expressionsolasmid gemaG emorn der Anspruche 1 ois 27 
transfizicrt wcrden 

43. Verfahren nach emem der Anspruche 40 bis 42 dadurch gekennzeichnet daG rekombmante Blutgennnungsfsk- 
toren cder virale Prcteine hergestel t werden 



44 Verfahren nach emem der Anspruche 40 bis 43 dadurch gekennzeichnet cal3 rekembmantes humanes Prothrom- 
bin rekombinanter humaner Faktor VIII rekombinanter humaner FVIIIdB92S rekombinanter humaner Faktor IX 
rekombinantes humanes Protein C rekombinanter nurrancr von Willebrand-Fak:o' oder rekomcinantes humanes 
Serumalbumm hergestellt werden 

45 Fremdprotem-Praparation erhaltl ch durch em Verfahren gemaG emem der Anspruche 40 bis 44 

46 Humare Plasmaprotein-Praoaratior oder virale Proteine erhalthch durch em Verfanren gemaG emem der Anspru- 



47. Aktive numane Prcthrombin-Fraparation chalthch durch oir Ve-fahren gemaG enerr cer Anspruche 40 b.s 44 

48. Aktive numane Faktor Vlll-Praparation erhahheh durch eir Verfahren gema3 emem dc Ansprucne ~0 bis 44 

49. Aktive numane de etierte F VI I ldB928-Praparation erhalthch durch em Vertahrer gemaG emem der Ansoruche 4C 
bis 44 

50. Aktive numane Faktor I X - P rap a rati on erha then durch cm Verfahren gemaG emem der A.nsoruche 40 bis 44 

30 51. Aktive numane Protein C-Prapnration erhaltl ch durch em Verfahren gemnG emem der Anspruche 40 bis 44 

52. Aktive humane von Willebrand Faktor-Prapa-ation erhaltl ch durch em Verahren gemaG emem der Anspruche 
40 bis 44 

3S 53. Pharmazeutische Zusammcnsetzung umfassend eine Pr;-.paraton gemaB oinem der Anspruche 45 bis 52 

54 Verwendung von SkHep-1 -Zellen as Expressionsvehikel fur Prothrombin Faktor VIII Faktor VIII dB928 Faktor 
IX Protein C von Willebrand-Faktor und>oder Serumabumin 



che 40 bis 44 
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SEAMFGDSQY EVANIFFWRP VrLACMEQQTR YFERRHPELA GSPRLRAYML 



RIGLDQLYQS LVDGNFDDAA WAQGRCDA I V RSGAGTVGRT QIARRSAAVW 



TDGCVEVLAD SGNRRFSTRP R A K K 
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MVRPLNCIVA VSQNMGIGKK GDLPWFPLRN EFKYFQRMTT TSSVEGKQNL 

V I MG RXTWF S I PEKNRPL.KD RINIVLSREL KEPPRGAHFL AKSLDDALRL 

IEQPELASKV DMVWIVGGSS VYQEAMNQPG HLRLFVTRIM QEFESDTFFP 

E IDLGKYKLL PEYPGVLSEV QEEKGIKYKF EVYEKKGRLR TGGGGGNRRI 

Glycin Spacer 

P PELT ATS VE KFLIEKFDSV SDLMQLSEGE ESRAFSFDVG GRGYVLRVNS 
CADGFYKDRY VYRHFASAAL PIPEVLDIGE FSESLTYCIS RRAQGVTL.QD 
LPETELPAVL QPVAEAMDAI AAADLSQTSG FGPFGPQGIG QYTTWRDFIC 
AIADPHVYHW QTVMDDTVSA SVAQALDELM LWAEDCPEVR HLVKADFGSN 
NVLTDNGRIT AVIDWSEAMF GDSQYEVANI FFWRPWLACM EQQTRYFERR 
HPELAGSPRL RAYKLRIGLD QLYQSLVDGN FDDAAWAQGR CDAIVRSGAG 
T vcr to I arr. s aa vv;tdg:: v ^vladsgnrr PSTRPRAKL 

Fig . 5 -B 
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MVRPL.NCIVA VSQNMGIGKN GDLPWPPLRW EFKYFQRMTT TSSVEGKQNL 

VIMGRKTWFS IPEKNRPLKD RINIVLSREL KEPPRGAHFL AKSLDDALRJL 

TEQPEIoASKV DMVWIVGGSS VYQEAMNQPG HLRLFVTRIM QEFESDTFFP 

EIDLGKYKLL PEYPGVLSEV QEEKGIKYKF EVYEKKGRF P PPFP VRNRRI 

Prolin Spacer 

PPELTATSVE KFLIEKFDSV SDLMQLSEGE ESRAFSFDVG GRGYVLRVNS 
CADGFYKDRY VYRHFASAAL PIPEVIX>IGE FSESLTYCIS RRAQGVTLQD 
LFETELPAVX. QPVAEAMDAI AAADLSQTSG FGPFGPQGIG QYTTWRDFIC 
AIADPHVYHW QTVMDDTVSA SVAQAU3ELM LWAEDCPEVR HLVHADFGSN 
NVXTDNGRIT AVIDV7SEAMF GDSQYEVANI FFWRPWLACM EQQTRYFERR 
HPELAGSFRL RAYMLRIGLD QLYQSLVDGN FDD AAWAQGR CDAI VRSGAG 

:;,rr saavv;t::gcv evladsgnrr r strfrake 

Fig . 5--C 
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Fig. 12 
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(i) ALLGEME1NE ANGABEN: 



EP 0 711 835 A1 



S SO U EN Z PR OTOK O f , L 



! 1 ) 



ANK 
(A 
(B 

CD 
(E 
(F 

(A 
(E 

(•: 

{ D 
{ F 
< F 

{ A 
<P 
(C 
(D 

(»■■ 

(r 

(A 
(£ 
(C 
( L- 
( F 
(F 



LEES 

NAME: 3d Line Herlitschka 
STRASSE: Budinfikygapno 7/15 
CRT Wien 

5UNDESLAND: Austria 
LAND: Austria 
Fd-JTLEITZAHL : 1190 

NAME: llWf Srhlokat 
STRASSF: Hauptstrasse 51 
C RT: Ortri/ Donau 
■UNDEJLAND: Austria 
LAND : Au.- L: id 
POST LEITLAHL : 2 2 04 

NAME : Fa i ko Gufir. t he r Fa 1 kner 
ETRASSE : Noucieclzeile 76A 
OFT: Or th/ Donau 
2UNDE3 LAIJD : AuiiLiiu 

AND - An r i a 
FOSTLEITZAHL : 2 2 04 



NAM E ; Friedri c h Do r n e r 
STRAS3E: Peter 1 inigasst 
CRT: Wieii 

BMNDE.5 LAIJD: Austria 
LAI ID : Austria 
POSTLEITZAHL : 1238 



17 



(ii) BEZEICHNUNG DER ERF IN D LUG : Seiektior. und Expression von 

Fremripr oteu nen mittels eines Selekt ions-Ampl i f ikat icns-System 



(iii) ANZAHL E'ER SMjUENZEN: 28 

(iv) COMPUTER- LES DARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 
(h) COKFUTEF : IBM PC compatible 
( C ) BETF IEBS SYSTEM : PC - CO S / MS - DC- S 
(D) SOFTWARE: Patent In Release ttl.C. 



/ersion * 1 . 3 0 ( EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: L: 

< i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

( A ) LANG E : 1 5 Basonpaar c 
(I-) ART : Nucleoud 
(C) STRANG FORM : Einzelst i an:; 
( r.j ) TO PO LOG IF: linear 

(ii) AFT DES MCLSKULS : Ger.orr, UNA 



(xi J SEO'JENZBESCHR r_ L yil.Mt O S Ko i L' NO: 

:cacccccgc CTCCA 



15 



Fig. 16-A 
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(2) ANGA3EN ZV SEQ ID NO: 2: 

( i » GEUUEN^ENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 15 Ba .1 >dJ: : ♦■■ 
(-1) A?.T N'urleot. id 
( C ) £ T RANG FO RM : E ::::el:L : an q 
( D ) TOPOLOG IE: linear 

(ii ART DE3 MOLEKULS : Sonstiqe Muclemsajre 
(A) B ESC H RE I BUNG : /desr - " synt het i r " 

(xi SEUUEK2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 2 : 

( : f : a< ;g r GG G G GTG<? A 



(J) ANGA3EN ZU JEO IE NO: 



C*JF.K7.KE:N^. T ZEICh:-;:J : 

A ) LANG S : 5 2 4 .Ann i no saure: : 

if ) ART : Ai~ i : .o s a j r e 

G ) c T R A KG PC LM : Dinzelstran g 

Ij ) TO t\" ) LOG I E : ■ in e a r 



(i: A-T uT.3 MOLEK'l'LL : PrrttGH 



(xi. SFQ'JEt: Z BESCHKE - E UN J : SEU 1 L> NC : 

Met Val A:.u Ere Leu Asn Cys Tie Va : 
1 5 



Ala 
10 



/a 1 



Ger Gin Asn Me". Gly 

15 



lie Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pie Tip Pre Prr 



Ipu Arg Asn Glu Fh* 
30 



Lys Tvr Phe Gin Ary Met Thi Thr 
IS 40 



Thr Ser 



Va '. Glii Gly Lys Gin 
45 



Asn Leu Val lie Met Gly Ary Lys Thi 

3 0 

Asn Arc Fro Leu L\'S Asd Arq lie At-i. 
65 -0 

Lys Glu Fro Pro Arg Gly Ala Hiia Pht 



Phe 



lie Veil 



Leu 
9 0 



Ala 



S«=>r Tjp Pro Glu Lys 

GO 

Leu Ser Arc Glu Leu 



Lys Sor Lou Asp Asp 
95 



Ala Leu Arq Leu lie Glu Gin Pi i 

1 C Z) 



o . u 

lub 



Leu Ala 



3f=>r Lys Val Asp M^r 
11C 



Val Trp He Val Gly Glv Sex Sei 
115 V20 



Val Tvi Gin 



Glu Ala Me*" Asn Gin 
125 



Pro Gly Hie Leu Arq Leu Phe Val 

131 1 1 c 



Thi Ail lit 



Met Gin Glu Phe Glu 
14U 



Ser Asn Thr Phe Phe Pic Glu Ih 
14 3 150 



A?p Leu 



1 c; c. 



Lys Tyr Lys Leu Leu 
160 



Fro G 1 a Ty r Pro G 1 y Va 1 Leu u? e r 
1 f.5 



Gl : Val qin 



;iu Glu Lys Gly I le 
175 



Lyz Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu 
1 BO 



P: ■ 



G : u Leu Th r Ala Thr 
193 



Fig. 16-B 
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Ser Va J Glu Lys -'ho Leu lie Glu Lys Phe Asp Ser Val Ser Asp Lou 
195 20C 2C5 

K«rs Gin Leu Lor Glu Gly <".lu 1 u Sc r Aro Ala Phe Fr.i Asp Val 

210 .-.10 211 

Gly Gly Arg Gly Tyr Val Leu Arq Val Asa Ser Gys AU Af;j Gly Phe 
22 5 130 231 '2 4 0 

Tyr Lys Asp Arg Tyr Val Tyr Arq Hi: Phe Ala Ser Ala Ala Leu Pro 
245 250 255 

11 o Pre- Glu Val Lou Asp lie Gly Glu Phe Ser Glu Ser Lea Thr Tyr 

2 60 2 b' 21 ') 

Cy: lie Ser Arg Arq Ala Gin Gly Val Thr Leu Gin Asp Lei Pu Glu 

275 ISO :VG 

Thr Glu Leu Fra Ala Val Leu G ^ n Pre Val Ala Glu Al« M<.e Asp Ala 

290 ^95 jr.-: 

lie Ala Ala Ala Asp Leu Ler Gin Thr Ger Gly Phe Gly Pro Phe- Gly 
3 0= 31 G 3 1 1 120 

Pro G 1 n G 1 y II e G 1 y G 1 n Ty r T h r Thr T r p A: u Asp Phe lie Cy s. A I a 

325 n ■; i ( : 

lie Ala Ago Pro Mis Val Tyr His Trp Glr. Thr Vol Me. Asp A^p T:n 
340 345 35J 

Val Ser Ala Ser Val Ala Gin Ala Leu Asp Glu Leu Met, Leu Trp Aid 
355 360 36 r 

Glu Asp Gys Pro Glu Val Arg His Leu Val His Ala Asp Phe Gly Ser 

3 7 0 : '. 7 5 3 6 2 

Asn Asn Val leu Thr Asp Asn Gly Arq lie Thr Ala Val lie Asp Trp 

38 5 3 90 3 91 4 00 

Her Glu Ala Ke L Lhe Gly Asp Ser Gin Tyr jIu Val Ala Asn lie Phe 
415 4 1 C 4 15 

Phe Tr-i Arg Pro Trp Leu Ala Gys Me: Glu Glr. Gin Thr Arg Tyr Phe 
420 425 433 

Glu Arg Arg His Lro Glu Lou Ala Gly Ser Pro Arg Leu Arg Ala Tyr 
435 44C 445 

Mf: leu Arg lie Gly Leu Asp Lin Leu lyi Glr. Ser Leu Val Asp Gly 

4 5 J 4 5 5 4 6 1 

A?-i Phf> A=5p Asp Ala Ala Trp Ala Gin Gly Arg Gys Asp Ala Tie Val 
465 470 473 430 

Arg S--r Gly Ala Gly Thr Val _ly Arc Thr Jin lie Ala Arg Arg Ser 
■1 6 5 4 9 1 4 9 5 

A 1 a Ala Val Trp Thr Asp Gly Gys Val Glu Val Loj Ala Asp Ser Gly 
5 0 0 5 0 3 5 10 

Asp. Arq Arg Pro ser Thr Arc Pro Aru Ala Lys Glu 
515 52: 



Fig. 16-C 
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(2) ANGABEN Z'J SKQ ID NO : 4: 

I i } S EC i J EN Z KENN Z.EICHEN : 

(A) LAM<jF: S i i A.mir:osaurer; 
; b ) AKT : Axir. o s a u r e 
C > STKAJ ,*G FC F_M : S i r. z -;- 1 s r r a r. c 
{ D) TOPOLOGIE: linear 

(i.) ART DES MGLFKULS : Pro hem 



(IX; MERKMAL: 

(A) NAME, GCHLJSGSL : Peptide 
It) r /VIE: 192. . 196 

! D ) SOMST I GE AUG A BEN : / no re- " M G 1 y r : n ; J pa c e r 1 " 

(y.J SEOUEKoBE^CHKRI a I rv J:V GEO r I") NC : 4: 

Mot Val Arc Pro Lej Asn Cys II- Veil Ala Val Si--: Gin Asr V!e* Gly 
1 5 -5 

1'r Gly Lys Asn Gly Asp Pro Tip Pro Pro Le : Arc; Asr. .3Gu Phe 

2C 30 

Lvs Tvr i'ho Jin Ar:? Wet Thr Thr Thi Ser Sei Val Glu Gly Lys Gin 
:• 5 4 4 b 

Asr. Leu Val lie Ke t Gly Arc Ly s Thr Tip ? h e S - r Tie P r o G 1 • . : Lys 

5 C = > c -> 6 - 

Asr Arg Pro Leu Lys Asp Arc lit? Asr He Vol L- i .Ser Arc Glu L eu 
65 " 70 7- 8C 

Lys Glu Pro Pro Ara Glv Ala His Fries Leu Ala Lys 3er Lev: Asp Asp 
?5 n ; 0 9 5 

Ala Lou Arg Leu lie Glu Gin Fro Glu Leu Aid Ser Lys Val Asp Met 
100 1 ,C| -i^ 1 

Val Tro lie Val Gly Gly Ser £ei Val Tyr Gin Cij Ala Asn Gin 

*1S 12 0 115 

Fro G,y Lis Leu Arg Leu Phe Val Thr Arc lie Met Gin Glu Phe Glu 
130 135 140 

rer Asp Thr Phe Phe Pre Glu lie Asp Leu Gly Lys Ty: Lys Leu Leu 
145 15C 15S 160 

i'ro Glu r>/r Pre Gly Val Leu Ser Glu Val Gin Glu Glu Lys Gly Tie: 
T6 r 17 C 175 

Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Lys 3ly Arg Lej Arc Thr G'.y 
1EC lR r 190 

G 1 v G 1 v G _ y Gly Asn Arg Arc He Pre Pro 31 u Leu Thr Ala Thr 3r> r 
1 g 5 2 0 0 - 0 5 

Va. Glu Lvs Phe Leu lie Glu Lys Phe Asy Set Val Ser Asp Leu Met 

21C 21S 2 2C 

Jin Leu Ser Glu Gly Glu Glu Ser Ar u Ala Phe S-r Phe Asr Val Gly 
22 5 2 30 2 3- 2 1C 

Gly Arc Gly Tyr Val Leu Arc Veil Asn Sei Cys> Ala Asp G'.y Phe Pyr 
2 45 2 3 0 2 55 



Fig. 16-D 
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Lys A.-p Arq Tyr Val Tyr Arg His Phe .Ma Ser Ala Ala Leu Pro He 

3 0 0 265 2 7: 

Pro Glu Val Leu Ass He < J 1 y Glu Phc Lor 'Liu Ser ~cu Thr Tyr L/C 

373 2 p o 2^5 

He Ser Arg Arq Ala Gin Gly Val Thr Leu Gin Asp Leu Pro Glu Thr 

2 -J t 2^5 3C: 

Glu Leu Pro Ala Val Leu Gin Pi o Veil Ala Glu Aid Me- Asp Aid He 
305 310 315 320 

Ale: Ala Aid Asp S^i Gin Th i Ser Gly Phe Gly Pro Phe Gly Pro 

3 2 5 3 3 0 3 3 5 

Glr. Gly lie Gly Gin Tvi Tnr Thi Trp A r u Aup P L lie Cy: Ala He 
-40 -.4 5 35 3 

Ala Asp Pre Hie Val Tyr His Trp Lin Thr Val Met: Asp Asp Thr Val 

1 5 5 3 6 0 icb 

Lor Ala Lor Val Ala Gin AL^a Leu Asp Glu Leu Met: Leu Trp Ala Glu 

3 7C H5 3-3 

Asp Cys Pre Glu Veil Aiu H^s Leu v'dl His A 1 A r r- P'r. *~ Gly Ser Asn 
3-3 39 0 3 9 5 400 

Asr. Val Leu Thr Asp Asn Gly Arg lie Thr Ala Vol He Asp Trp Lor 
405 410 415 

Glu Ala Met The Gly Asp Lor Gin Tyr Liu Val Ala Asn lie Phc Phe 

4 20 4 25 43 3 

Trp Arc Pro Trp Leu Ala Cys Mot Liu Gin Gin Thr Arc Tyr Phe Glu 
4 35 44 0 44b 

Arc Arc His Pre Glu Leu Ala Gly Ser Pro Arg Leu Are Ala Tyr Ket. 
4b; 455 4 6 C 

Leu Arc He Gly Leu Asp Gin Leu Tyr Gin Ser L.*=u Val Asp Gly Asn 
4 65 47 0 47 5 48 0 

Phe Atn Abp Aid Ala Trp Ala Gin G!y Arg Cys Asp Ala lie Val Arg 

4 8 5 4 9 0 4 9 5 

Ser Gly Ala Gly Thr Val Gly Arq Thr G^n Ho Ala Arc Ar? Ser Ala 

50 r : 513 

Ala Val Trp Thr Asp Gly Cys Val Glu Val Leu Ala -Asp 3er Gly Asn 
51 5 520 



Arg Arc Pro Ser Thr Arq Pro Arg Ala Lys Glu 

53 3 53 5 



I2 l AUG ADEN ZU SCO ID NO: 5: 

ill S E .3jU ENZKENN Z E I CH EN : 

-A) LANGE: 539 Am i r.os a u r en 
• C ) ART : Am i no s 3 u r e 
■ C) STRAP'S FORM : F.i r. /*= 1 s~ rang 
■D) TOP0LO3IE: linear 

(lL ART DES MOLEKOLS : Protein 



Fig. 16-E 
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( ix> MEPKMAL : 

(A I NAME/SCHr.nSS'-.r. ■ F. g.r i<i^ 

; p ) i - age : i i iu . . ; 9-3 

! f. 1 S70PS.TIGK MJCm'rSRN:::; >tp- " " Pro 1 in Spacer * 



{ x i ) S EO t J E N Z B ESC H HE IB UKG : SEV IV KG : 5 : 

Me t Val Ar j Pro Lea As:. Gys He Val Ale Val Ser Gin Asn Met Gly 

i s : o is 

lie Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pro Tip Pro Pn; Lea A: y Asr. Glu Phe 
2 0 2 5 3 0 

Lys Tyr Phe Gin Arg Met rhr Thr Thr Ser Ser Val Glu Gly Lys Gin 
P 4j 4 5 

Am Leu Val I~e Met Gly Arg .,ys 5 h r '. rp Pbe Ser lie Pro Glu Ly:: 
5 0 5 5 c j 

Asn Ar<u Pro Leu Lys Asp Arq Tie Asn Tie Val Leu Ler Arc Glu Leu 
b L : ' 70 75 BC 

Lvo 31>- Pi j Pi', A i" j Gly Va -P..* -s^- !.«=»': A : a Lys Per Leu Asp Ac-p 
AS 9 5 

Ala Leu Arg Leu He Glu 3ln Pro Glu Leu Ala Ser Lys Val Asp Met 
^00 1 r r > 11- 

Val Trp lie Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Gin Glu Ala Met Asn Gin 
115 12 3 125 

Pro G:v Pis Leu Arg Leu Phe Vai Tin Arc lie Ket Gin Glu Phe Glu 
130 135 143 

Set Asp Thr Ph<- Ph^ P o~> TP u Tie Asr I.eu Gly Lys Tyr Lys Leu Leu 
PI 5 15 5 15 5 16 0 

?■ r o G lu Lvr P:<- Gl y Vd 1 Leu Ser Glu Va 1 G In Glu G 1 u Lys G 1 y I 1 e 
165 17;-' 17 5 

Lys T/r Lys Phe Glu Val TVr Glu Lyc Lys JJly Arg Phe Pro Pro Pro 
1.8': 1S5 isn 

Pro Pro Val Arc Asn Arg Arc 1 1 c Pro Pro Glu Leu Thr Ala Thr Ser 
19 5 2 0 0 2 C L 

Val GP: r,ys Fh<=- Leu lie Glu Lys Phe Asp Ser Val Ser Asp L-u Met 
2 1L 215 220 

Gin Leu Ser Glu Glv Glu Glu Ser Arg Ala Phe Ser Phe Asp Val Gly 

~ s <-.. ^ i u 2 3 5 2 4 0 



Uiy .er 



Glv Tyr Val Leu Are Val Asn Ser Gys AJa Asp Gy Pne Tyr 
245 2 5 0 255 



Lys A jo Arc Tyr Val Tyr Arg H_c Pho Ala Stu Ala Ala Leu Pre I 1 <=■ 
2 60 265 27C 

Pre GP.i Val Leu Asp He Gly Glu Phe Ser Glu Ser Leu Thr Tyr Cys 

2-75 2 8 5 2 8 3 

T >- sen A? c Arg A La Gin G i y Val Phr Leu (Jin Asp Leu Pro Glu Thr 

2 90 2?5 3 0C 

Glu P r 1- 1 A 1 n Val Leu Gin P r o Va 1 Ala Glu Ala Met A c p Ala I I e 

j U b 3 ■ 0 115 3 2 0 



Fig. 16-F 
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Ala Ala Ala Asp Leu Sei Gin Thr Ser Gly ?he Gly Pro Phe Gly Pro 

3 2 d 3 J (J 3 J -> 

Gin Gly Tie Gly Gin Tyi Thr Thr 7rp Arc A S p Phe lie Cys Ala :1c 

J 4 <_ 3 4 S i S :) 

Ala Asp Tic Hie Val Tyr His Trp Gin Thr Val Met Asp Asp Thr Val 

3 5 5 3 0 3 6^ 

Ser Ala Eorr Val Ala Gin Ala Leu Asp ~lu Leu MeL Leu Tip Ala Glu 

370 3.75 380 

Asp Cys Pro Glu Val Aig His Leu Val H is Ala Asp Phe G^y Ser Asn 

3 85 29 j 3?5 4 00 

Au : i Val Leu Thi Asp Asn Giy Ar; He Thr Ala Val lie Arsp Trp '>r 

.1 0 S 4 10 4 1 1> 

Glu Ala Met Phe Gly Asp Ger Gin Tyr Jlu Gal Ala Asr. 11^ Ph» Phr 

'1 2 C 4 2 5 4 3 i 

Trp Arg Pro Trp Leu Ala Cys Met Glu Jin Gin Tnr Arc Tyr ?ho Glu 

43'j ' 440 44 c 

Arg Arg His Pre Glu Leu Ala Gly Ser Pic Arg Leu Aiu Ala Tyi Met 

4 5 0 4^5 460 

Leu Arg lie Gly Leu Asp Gin Leu Tyr 3 In Ser Leu Val Auu Gly Asn 

40 5 4^1 475 460 

Phe Asp Asp Ala Ala Trp Ala Gin Gly Arg Cys Asp Ala lie Val Arg 

4 8 5 4 5 0 4 9 5 

Sti Gly Ala Gly Thr Val Gly Arg Thr 7 in lie Ala Arg Arg Ger Ala 

50C 505 510 

Ala Val Trp Thi Asp G_y Cys Va_ Glu Val Leu A I a Asp 7er Gly Asn 

515 520 525 

Ary Aru Pro Se: Thr Ara Pro Arg Ala Lys Glu 

53 0 5 35 



{ 2 i A7JGABEN ZU SEQ ID NO : 6: 

( l } SEQUENZKENNZEICIIEK : 

(A) LANG?:: 2 079 Eusenpaare 
(r. ) AF 7 : Nurleotid 
(C) STRANGFORM: Eir.zels t rang 
{ D ) TOPOLOGIE: linear 

( i i ; A RT 1)K.; MC L E Kt"" L S : Conor - DMA 

(xi GE0"~NZEE£CKPu^I3UN7 : SEO IP N.'): 6 

ACCATATTGC CGTCTTTTGG CAA7G7GAGG C-CCCG 7 AAA 7* CTGGGGGTGT CT PC 7GGACG 00 

AGCATTCC7A G7GGT(G'T7r ('( CG'IOGC AAA G G AA 7G 7 AAGGTCTGTT GAATGTCGTG 120 

AAGCAAGCAG TTCCTCTGGA AGCTTCTTGA AGACAAACAA CG7CTG7 A^e ■' ; A' "< *l "I TTt- 1 " 130 

AGGGAG: •(:... A ACT- TCAiT TCGCGACAGC TGCCTGTGCG G 7CAAAAGCC ACGTGTATAA 240 

, ; a ~ AG AG G 7G C AAAGG CGGC AC AACC 7G AG TG CCACG 7 TG T 7 AGT : - < ; A T AG 7 TG TGG AA 300 

Fig. 16-G 
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AG At jTCAAAT ggctctcctc aagcgtattc AACAAGGGGC TGAAGGATGC CCAGAAGGTA 3 60 

CCCCATTGTA TGGGATCTGA TCTGGGGCCT CGGTGCACAT GCTTTACATG TGTTTAGTCG 4 2 0 

AGGTTAAAAA ACGTCTAGGC CCCCCGAACC ACGGGGACGT GGTTTTCCTT TGAAAAACAC 4 ? 0 

GATAATACCA TGGTTCGAGC ATTGAACTGC ATCGTCGCCG TGTCCCAAAA TATGGGGATT 54 0 

GGCAAGAACG GAGACCTACC CTGGCCTCCG CCCAGGAACG AGTTCAAGTA CTTCCAAAGA 6 C O 

ATGACCACAA CCTCTTCAGT GGAAGGTAAA CAGAATCTGG TGATTATGGG TAGGAAAACC 66 0 

TGGTTCTCCA TTCCTGAGAA GAATCGACCT TTAAAGGACA GAATTAATAT AGTTCTCAGT 72 0 

AGAGAACTCA AAGAACCACC ACGAGGAGCT CATTTTCTTG CC A AAA < J TT T GGATGATGCC 7-0 
T T AAG A C T T A TTGAACAACC GGAATTGGCA AGTAAAGTAG ACATGGTTTG GATA< .»TCGGA 84 0 

GGCAGTTCTG TTTAC 1AGGA AGCCATGAA'i C.^ACCAQiO: ATCTCAGACT CTTTGTGACA 9C 0 

AG3ATCATGC AGGAATTTGA AAGTGACACG TTTTTCOJAG AAATTGATTT GGGGAAATAT S»t0 

AAA C T' OCT" J' J C A : 3 AATACCC AGGCGTCCTC TCTGA jGT 1C AGGAGGAAAA AGGCATCAA3 10 0 0 

'l'A lAACTTTG AA 3TCTACGA 1 3 AAG AAA G G "T CGACGGATOC CGCCTGAACT CACCGCGACG 1 C ■■■ 0 

TCTGTC3AGA AGTTTCTGAT CGAAAAGTTC GACAGCGTCT CCGACCTGAT GCAGCTCTCG 114 0 

GAGGGCGAAG AATCTCGTGC TTTCAGCTTC GATOTAGGAG GGCGTGGATA TCTCCTGCGG 120 0 

G T AAA T AG C T GCGCCGATGG TTTCTACAAA GATCGTTATG TTTATCGGCA CTTTGCAT 03 12 £0 

GCCGCGCTCC CGATTCCGGA AGTGCTTGAC ATTGGGGAAT TCAGCGAGAG CCTGACCTAT 13 2 0 

TGCATCTCCC GCCGTGCACA GGGTGTCACG TTGCAAGACC TG C C TG AAAC CGAACTGCC 0 13 8D 

GCTG ITOTGC AGCCGGTCGC GGA3GCCATG GATGCGATCG CTGCGG OCGA TCTTAGCCA 0 144 ^ 

AGGAGCGGGT TCGGCCCATT CGGACCGCAA GGAATCGGT 0 AA TAG ACT AC ATGGCGTGA V 1 SO 0 

TTCATATGCG CGATTGCTGA TCC OCA P3T 3 TATCACTGGC AAAC TG TG A T GG ACGACAC 0 15-30 

GTCAGTGCGT CCGTC 0CGCA GGCTCTC3AT GAGCTGATG^ TTTG^GCCGA GGAOTGCCCC It: 10 

GAAGTCTGGC ACCTCGTGCA CGC3G A TTCC GGCTCCAACA ATG TCCTGAC GGACAATGGC 16- 0 

CG 0ATAAC AG CGGTC ATTGA C TGG AG C 3 AG GC3ATGTTCG GGGATTCCCA ATACGAGGTC 17 4 0 

GCCAACATCT TCTTCTGGAG GCC3TGGTTG GCTTGTATGG AGO AG C AG AC GCGCTACTTC IS 00 

GAGCGGAGGC ATCCC-GAGCT TGCAGGATCG CCGCGGCTCC GGGCGTATAT GCTCCGCATT 1?''.0 

GGTCTT3ACC AACTC TAT OA GA3CTT3GTT 3 AC 3G C AAT T TC OAT 3 AT 3 C AGCTTGGGCG 1S20 

CAOGGTCGAT GC3ACGCAAT CGTCCGATCC 3 G A G C C G G 3 A CT0TC3GGCG T AC AC AAA 1' C 19*C 

G C C C G C AG AA GCGCGGCCGT CTGGACCGAT GGCTGTGTAG AAGTACTCGC UGATAGTGGA 0 040 

AACCGACGCC CCAGCACTCG TCCGAGGGCA AAGGAATAG 2 0/9 

Fig. 16-H 
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!2) ANGAESN ZG SEQ ID NO: 7 

( i ) G bg J tGMZ K ENN Z E I C H EN : 

(A) LANGS: 21)9 Eds.:-ri;:^:- 
( 3) AFT : Mi:c 1 ^ot *. <: 
;C) SZ :<AN Jr OrG-: : Eir.zolct: in .; 
{ D ) TOPOIOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKUZZ : Ger.or-DKA 



(xi) oE0"JENZ3ES:KREIE'JN0 : SEC 1 IZ NO: ' ; : 

ACCATATTGC CGTOTT 7TGG CAATGTCA.GG '^r^'V;^ AAC CTGGZCCTGT CTTOT OGACG 60 

A-CA'l'ZX.n GGGGTCTTTC CCCT rTCGCC AGGA G.GAATCC AZ.GGTCTGT? GAAIGTCGTG 12'" 

AAGGAAGCAG TTCCTC ZGGA AGGT TCTTGA AGA7AAACAA CG'I CTGTAG" GAG ~r~"T7GC 1 H i 

AGGZA3CGGA ACCCCC "*A^C TGi : < 5 A* 'AG: i IX :■ 'ZT. "i\ JC.'G GCGAAAAGCG ACG.G-A.'AA 04C 

G AT AC AGO I' G C/wVMXJ rGGC AC A A XCCAo TCCZAZGT7G TGAGCTGGAT AG T 7 G 7G 3 AA 2 00 

A : "'- A Z T Z AAA T GGCTCT TCTC A A 1TATTZ A APA AG< -GGC TGAAGGATGC CCA „AAGGTA 3 60 

0 .CCA I"l'< J'I A TGGGAT ZTGA TCTG 3GGCCT ZGG TG ZAGAT GC 'ITT AG AT 3 TGTTTAGTGG 4 2 0 
AGG7TAAAAA AZGTZTAGGC CCGC TG- AAC 7 ACGGGGA'^GT GGTT7TCCTC TGAAAAACAC 4 80 
GATAATACGA TGG 1TC 3ACC AT'IGAACTGC ATCGTCGCCG TGTCZCAAAA TAT30GGATT 540 
GGCAAGAACG GAGACCTAZC CTGG ITCTCCG CTCAGGAACG AGTTCAAGTA CTTCGAAAGA 600 
ATG AC TACAA C7TCTTCA3T GG/GA jGCAAA CAGAATCT<_-G TGAT 2ATGGG TAGZAAAACC 6 6 0 
ZGG7TZTCCA TTCCTGAGAA GAAT7GACCT TTAAAGGAGA G AA T 7 A-AT A 7 AGTTCTCAGT 720 
AGAGAAGTCA AAGAACCAZC ACGAGGAGC7 CATTTTCTTG CCAAAAG'l'TT GG A' FG A TGG < 2 7 80 
7 T AA G AC T T A T 1 GAACAAZC GGAATTGGCA AGTAAAGTAG AC A T GG TT TG GATAG7CGGA 840 
GGCAG7TCTG T7TACCAG3A AGCCATGAA1 CAACCAG3CC A7CTCAGAC7 CTTTG7GACA 9 00 
AGGATCATGC A3GAATTTGA A AG TG A : " A C < - TT'ITTCCCAG AAA T TG A TTT GG GG AAA 7 A T 9 60 
AAACTTC 7CC CAG AATACZC AGG'ZGTCCTC 7C7GAGG7CC A GG A G G AAAA AGGCA7CAAG 102 0 
7ATAAGT7TG AAG7CTAC J A GAA.GAAAGGT COATTAC3TA C7GGAGJCG J GGG TGG AAA 2 108 0 
rGACGGA7CZ CGCLTGAAOT CACCGCGAOG TCTG7CGAGA A GT TT C TG A T CGAAAAGTT - 114 0 
GACAGZG77T CCGACCTGAT GZA 3CTCTCG GAGGGCGAAG AATZTCGTG " TTTCAGCTTZ 12C0 
C ATGTAOG A3 G C- C C TGG A L' A TGT CC TGCGG G T AAAT AG C T GCGGCGATGG TT~^TAZAAA 12 6 0 
GA7C3TTAT 1 TTTAT7GGCA C7T7G7ATCG GCCG7GC7CC CGA~T^CG3A AG7G7TTGAC 1300 
AT7GGGGAAT 7CAGCGAGAG ■"•«"■ T iAZGTAT TGCATC l'CCC GCCGTCZACA GC3TGTGACG 13fi0 
TTG< 'AAGACZ GG C C TG AAA. C CGAACTGCCC GCTGTTZTGC AGCCGGTCGC GGAG3CCATG 1440 

1 - ATG ZG AT C 3 CTGCGGCCGA TZTTAGG 'AG AZI-AGC3GG7 TlGGCZZAGT CG^ACCGCAA 1500 

ggaatcgc rz aatazactac atggcgtgat ttgatatgcg- cgattgztga tczccatgtg is on 

TATZACTG G C AAAC TG TG A T GG A C G A C A Z C G 7 C AG ' l'G GG'i G G G TGGGGCA GG Z TCTGGAT 16 2 0 

Fig. 16-1 
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GAGCTGA7GC TTTGGGGGGA GuACTO'TfT G AA G TG C G G C ACCTGGTGGA GGGGG A7TT~ H)H1 

GGCTCCAAGA ATGTGCTGAG GGACAATGGC G- iGATAACAG CGGTGATTGA GTGGAGGGAG I'M J 

GGOATGTGGG ( ; GG ATTO " A \ TW^GAGGTC \v,v\V:vr TCTT'^T GGAG GCi *G TGG'^TG 1 HO • 

3CTTG 7ATGG AZGAGCAGAG GCGGTACTTC GA:JGGGAGGC ATCCGGAGCT 7GCAGGATGG 1H60 

CGGCG JC7GC GGGCGTATAT GCTCGGZATT GG7CT7GACC AACTCTATCA XAGCTTGGTT 1920 

GACGGCAATT T ZGATGATGC AGGTTGGGCG GAGGG7CGAT GCGAGGGAAT ZGTCCGATGG 19 80 

GGAGCCGGGA C7G7GGGGGG TAG AG AAAT' Z GGCGGCAGAA GCGCGGCGGT ZTGGAGCGA7 204C 

GGCTG :■< :IW1 AAGTACTCGG GGATAG PGGA AACCGACGCC CCAGCACTCG rCCGAGGGCA 2100 

.AAGGAATAG 2 1 0 9 



■2) ANGAEIZN ^7 CSC KG: 3: 

' l ) 5EC/JE?J?KEN7I7ETCH~N : 

{.-I LANG.G 2 10*5 iiz z cnpc. "i : ■:■ 
■bl ART : N-C l*-;0'_iC 
■ 'J ) 5TRAI\GrORM : E i :vzf 1 s M « : i* - 
( D ) 7C PC LOG I E : lir.^ar 

(ii) ART DEG MOTj^KCIj.j : G^non-DKA 



(<l) 3Ei;--je::z3e^c:-:reiewjg : seq id kcg 3: 

a'jcata'l":i it. : ggtgttttgg caatgtgagg gccggzaaag ctggccgtgt 7ttcttg acg 6 0 

agcattgcta g zggtc7t zg gcgt ztggc z .aa.aggaa.t5c aaggtgtgt7 gaatgtc ztg 120 

aagg aag c ag t7ggtc7g 3a aggttcttga agacaaacaa cgc.zt-gtagc gaggc7tzgz i80 

,\gg ?ag- "gga a zccccca j z tgggga zagg tgcctztgzg gcc aaaagcc acgtgta7aa 2 4c 

GATACACCTG GAAAGGCGG Z ACAACCCGAG TGCCACGTTG TGAGTTGGA7 AGTTGTGGAA il)G 

A ?AGT 7AAAT (-V>TCC: 1 AAGG jTATT Z AACAAGGGCC TGAAGGATGC ZCACAACZTA 3 60 

CZCZA7TG7A T 3GGATCTGA TGTGG3ZCG7 7GG7G ZAGAT Z-C7TTACATG PGTTTAG7C 3 42 0 

A 3G IT AAAA A A 7GT'TA'~GC CCCCGGAACZ ACGGG.JACJT GG7T7TCCT7 :GVl'uVvCA: -180 

G AT AA.* TAG 1 OA TZCGTGGAZZ ATTGAA ZTG Z ATCGT ZGCGG TG7C ZGAAAA 7A7GGGGAT7 r i4 0 

G ZCAA 3 AAGG GAGACCTACG CTGGGC ~"TC AGG AAGG AGTTCAAGTA ZTl'CGAAAGA 6 00 

ATGAC ZAGAA CJTGTTCAGT 1 Z G AAG G 7 AA A " A G A. A 7 G TG G TGAT7ATGGG 7 AGG AA AA C C 660 

7GGTTGTCCA TTCCTGAGAA GAATCGAGGT TT A A AGG AC A GAATTAATAT AGTTZTCAGT 720 

AGAGAAC7GA AAG AA7C ACG ACGAGGAGCT ZAPTTG Z7TG CC/VJuGTTT ZGATGATGGC 780 

ITAAGACZTA TTGAACAAZ7 G3AATTGGCA AG7AAAGTAG ACATGG7TTG GA7AGTCGGA 34 7' 

GGCAGTTGTG TTT At V G- - A AGG .ZA7GAAT CAAGCAGGCC AZCTCAGACT OTT TG TG AG A. ?0Z 

AGGATCA7GC AGGAA7TTGA AAGTGAGACG TT7TTCCCAG AAATTGATTT G G G G AAAT AT ^ > 

AAA C 7 T C T C C CAGAATA7CC AGGGGTGG7C TG7GAGGTCC AG( JAGG AAAA AGG CATC AAG 102 J 

Fig. 16-J 
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TATAAGTTTC AAGTCTACGA G AAG AAAGG T CGATTTCCAC CCCCGCCTCC AGTACGTAAT 108 0 

CGACG3ATCC CGCC7GAACT rACCGCGACG TCTGTCGAGA AGTTT'^TG A m PGA A ~AGTTG : 1 40 

GACAGGGTCT CCGACCTCAT 3CAGCTCTCG GA3CGCGAAG AATC TCGTG C TTTCAGGT7C 11 :JC 

OAT jT/iGGAG GGCGTG3ATA 7/GTC 7TGCG 1 GTAAATAGCT G 7G<T^A7GG TTTCTACAAA llr>U 

GATCGTTATG TTTATCGGCA CTTTGCATC 3 GCCGCGCTCC CGATTCCGGA AGTGCTTGAC 13 20 

ATT jGGGAAT TCAGCGAGAG rCTGACCTAT IGCATCTCCC GCCG7Y3CACA G 3GT< 3 TC A CG 1 3 i.i 0 

TTGCAAGACC TGCCTGAAAC CGAACTGCC ? GCTGTCCTGC Ad: :CGGTGGC GJAGGCCA1G 1440 

GAT JCGATCG CTGC jGCCGA TCTTAGCCAG ACGAGCGGGT TCG jGGCATT CGGACCGCAA 1 *> .>< ' 

1GAATCGG7C AATA7A?TAr ATGG "GTGA "* 7TCATATGCG CGAT I'GGTgA T J _ GG'A'lG lG lEoO 

I'AT-'ACYGGC AAAC 71 rCAT 3 3 AG G AC AC Z GTCAG7GCGT C:GT:GCGCA GG 7771 TCG AT 16.10 

gag :tgatgc tttggg rcga ggactgccc7 gaagtccggo a7ct7gtgca cgcgga'i ttc 1630 

jGCTcgaaca atgtcgtgac ggagaatgg : cgcataagag cggtcattc-a ctggagggag 17~o 

gcg atgttgg c-g3a7tccca a racgaggt z gccaacatct t77t ttggag g 7cgtggt7g 1 5---ju 

3CT7GTATGG aggaggagac ggg^tagtt: gagcggaggg atgc ZJGA3CT TGCAGGATCG 1£o0 

CCGJGGCTCC GG1CGTATAT G:7CCGCAT7 GGTCTTGACC AAGTCTATCA GAGCTTGG7T 19;!0 

G AC jGC AATT TCGATGATGG AG7TTGGGCG 7AGGG7CGAT GCGACGCAAT CGTCCGATCC 19 30 

GGA 3CCGGGA CTGTCGGGCG PACACAAATC GCCCGCAGAA GCGCGGCCGT CKGACCGAT 2C4 0 

gcctgtgtag aagtactcgc :gatagtgga AACCGACGCC C7AG7ACTCG TCCGAGGGCA /10CJ 

AAGGAATAG 2109 

;2) ANGAEEN ZU SSlJ I- 1 NO 9: 

j ) ;.; E^ J EM - K >J Z E ICH EN : 

(A) L.ANGE: 31 Baoonpaaro 
;e) ART: Mucleorid 

(C) 3TRAKGFOPM. RinzeLstrar.g 

(D) to?:dlogie: linear 

hi) ART DES MCLEKU1S: G^.jin-DN'A 

;xi) ' i I-'.y U E \ T Z ii E L- G E i< E 1 H J NG : hJEG ID N'j : 9: 
TCGACCATGC ACAAGCTTAT CGATC7CGGG AA7TCGGTAC C3TCGACCTG C AGGTGC AC G fill 
GGC7 '"AG AT"' TGAGTGAGTG A SI 

(?. ■ Al-JGABEN ZG SEQ ID VI: 

; i : ! EG;E E: ■ Z K ENN E I G H EK : 

( A i L ANC E : 8 1 Basenpaare 

(B) ART : K-JcTuuLi'i 

(C> S T RAMG FC RM : Eir.zels" rflic 
(O) Trroi.OGlE: linear 



Fig. I6-K 
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(i.: ART DES MOL.EKULS : Genox-CKA 

Co: SE;X'ENZBE3CHREIB*JNG : 3 EG IE- NO: 10: 
7CGATCAGTC AGTCAGATCT GGGCCCGTGC ACCTGTAGG7 GGACGGTACC GAATTCCCGG 6 0 

tATCGATAAG "'TTOTCOATG G HI 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

; i i ss "'UENzkennzeichen : 

{ A ) L ANG E : 7 9 E .> iienpaa r- c 

<R) ART: Nucloc:i.J 

( G ) ETFANGFOF.M : K inzoli'tr ar. a 

(G) ToFOLOGIF. : linear 

(-1) AFT RES MOGRGG.iLS : Oenom-DNA 

(yi ) Sr^'UKN^EESCHKEIEL'NG : SEQ IC NO ; LI: 
j.jCCTA 1 jGGC CCTAGG.rOTA C TAG TAG T AA GCTTGTGCAG GTGGAGTGTA GAGGACCCCG 6 0 

!j.jG AA T T G AA TGGATGGGG "'j 



(2) ANGABEN ZU GEO ID NO: 12: 

{ i ) SEQUENZKENHZEICHEN : 

(A) LANGE -. 3 2 Easenpaare 

( 3 ) ART: Nucleoid 

{*-) STFANGFOF.M : Kinzelsr.rar.c 

to) TOPOLOGIE: linear 

fii) ART DES MOLEK0LS: Genom-DNA 

(xi) SEC'UENZBESCHREIBUNG : SEQ IC NO: 12: 
ACCCCCGGGG GTACCATATT GCCGTCTTTT GG 3 2 



(2) AUG A BEN ZU SEQ ID NO: 11: 

! : J S E'jt I KN7.K EN?] 7. E J CHEN : 

(A) LANGE: x ^ basenpaare 
(P.) ART: .Nuclecnd 
(G) STFANGFORM : Kinzelst rar.c 
(Di TOPOLOGIE: linear 

(Li) ART DES MOLSKULS: Genoir-DNA 



( x i ; J Eji J F.N 2 B ESC H R E I E UNO : SEQ IP NO: 1 
3GAATTCCCA TGGTATTATG GTGTTTTTC 



Fig. 16-L 
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r 2 ) angaben z:j SEQ id KO : 14 : 

(i! JECUENZ^'.EIJNZEICHEN : 

A ) I > A : ; 3 E . 2 2 E a i: e n p a a r o 
E! AFT: Mjci-^Uu 
- C I ST RA2 J' i FO KM : Einzelst.idii u 
i'D) TCPOLOGIE : linear 

ART DE3 MOLEn'/lS : Ger.oir - nr.'A 



(xi) 3EQ"JENZ3ESCHP.E:BUNG : SEQ ID NO: 14: 

jAAliCTTG'j CCATGGTTCG ACCATTGAAC TGC 



( i ;.:;>a?"': ; 7 \j : : ;:-:n ") no : i- 

( : ) : r_>:en:',k : :nt;;;e.; chen : 

{A; LANGE: 2S Baccnpaarc 
(B) ART: Kuclt-Otic 
(.:;■ STRANG EOF!-: Ein-~1- L ranq 
(D; T::i?OL'".:-GI L' : li:.«di 



111) ART DEo MO:,;-FT.: , : J ;; : f-er 



ixi) : ; j en y, y, e: x: ere 1 hung : sec id tic : 15: 
GGTCAAGCTT TTCTTCTCGT AGACTTGAAA cttatact 

(2 i AMGAEEN ZU SEQ m NO Ir: 

! i ) ;:enzk ennxek. it en 

( A } LAN'< t : i C : a s c np a a r c 

(K ART: Eclectic 

< :.. S T K/vI IG FORK EinzeLc? r. rang 

(D) TOPOLOGTE: linear 

in) ART DES M32EEU1..S : Genu:-. DMA 

«'X1) SEO'JSMZEESCKPEirrUNG : SEQ ID NO: If... 



( i ) £ E-VJ SNZ K EN! J 2 E I C HEN : 

( A > LAN 'j E : j- 0 E s p.r ~i ^ r - 
( B ' ART : N . " : t i>: 
(.'. f ;■: AN(tH1H<:< : Rinzel^r 
( L: 1 lOT' )L,OGI E • 1 1 r.car 

•11) ART DEE MOliEEUlS: Gen or - DN 



•:>:.) EQ'.* E MZ 5 E SO H R E I ? U K • 7- ,-EO T ^ N«" 



Fig, 16-M 
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(2) ANCABFJN ZL T SKO 10 NO: IB: 

i ) S S C'J EMZ K Bf JN 7.ETCKE N T : 

(A) LANCE : 4 3 Ea^ei;;. >:ia r e 
(P) ART: N'-cl-?ct id 
( C ; S TF.ANG FORM- '■'.nr^l s r r f\ no 
(T'5 Tr»P«')LO(;:.E : Linear 

(li) ART DES MOl.EKULS : Gcrorr-DNA 

( x i ) S ECU ENZ E E- SC H RE I BUNG : 3 EQ ID NC : 1 F : 
GTCGATTAT-G TACTIC AGGC GGGGGTGGAA ATCGACGGAT CCC 



(2; angaljen zu :.;k«j :j no : 1:-: 
1 1 1 SECUEnr.KEr7:;2EicHEi-: : 

lA) L.AKGE: 4 3 B<* ij.-n« i * 

i 5 ) ART : \"u cle:ti c 

fC) 3TFAJJGECRK : Linzo; s c ran 3 

i T'' 'F'JbCO [ E _ i :>^r 

( i : ) ART MOL. EK 0^1' : Uer.OC DNA 



(v: I SEQUENCE ESCHF.E I EUT.'G : 3EQ ID NC : IS: 
GTCGATTTCC ACCCCCGCCT CCAGTACGTA ATCGACGGAT CCC 

(2: A2JGA3EK ZU '-FQ Tl NO: 

i i | S FJJ U EF J ;: K ENN 'I L ICH EI J : 

• A I 2»AT.'G E : 3 7 Ba c cnp a are 
■! 5 ) AFT : Nu cleotl d 
(CI 3 TFANGF C RM : E i riz e 1 b 1 z a: i 
(-_->) TOFOLOGIE: linear 

(ii) ART DE:? hOLEKULS : Genorr-DNA 

(■<: ) seoiten" rrs< :i-:ke: bung : :;ev id : :c : 

( -GAAA i'AT'J'J CTTCJ'ACACA CATGTGTTCC CCCTGAA 



(2; AMGABEK ZU SEQ 



i ) SECUENZKEM-CZETCHEN : 

< A ! Li A r:C K: : 1 Ras?r,paa:e 

<f: art: deot id 

(c; G :'hAJiJ?C>RM : Binzo lc t ranc 
( n) T")?OT.i"»G : E : 1 inear 

.i> ART DEG MOLEKULS: Genorr-DNA 



-xi) : r ? : o ' / r . r j 7 n r rr V- m f. r ft : \ ? : ; : :;eu ilj ng : 2 i 

TCCf -T I {'"!"''( - C'GAA'K'C'i.VA TA'iTTTG-GGA CACGGCG 



Fig. 16-N 
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(2) ANGABEN ZU SEC 12' NO: 2z: 

( i ) SE^PEMZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE •- ^ ■ '^isr nrv,ii^; 
( J A!-" 1 : I. L G * ot - 
(G; "7 FANG F O RK : £::uch:u; 
(O; T07OLGG I E : lir.ear 

(ii) ART DES MDLEKvJLS: Geric.n-CNA 



(xij SEOUr.NZEESCKREIB'JNG: SE2> ID NO: 22: 
TCGAT3TTAA C7AC3TAGCT AGflGGi :-rn r'CGT , A , ""*T<"'G GGAGTr^ACA ATA""1< iATA i 

c:'.;:n A'..:cc;j'. acca itag : g i 



hC 
ft * 



(2) ANGABEN ZG '5 EG ~C NO: 23: 

( i I SE0UENZKSNHZ3TCK5N 

( A ) LANG E : 7 - : ' P - sfr.pflflre 

( :.) A:<'i : Nll<~ 1 t-C. id 

(f .'j ^r^.GrOr^: E - r.z c 1 : t rant 

(2>l TJFOl-XSIE: linear 



( i 1 ) AFT DE3 KOLEK'JL:: : 



= :i«ii.-DNA 



(xi) SEOUENZEESCHREIFGNG: SEQ TD NO: 23: 
C 3 AC ACT AG T GGTA7CGGTA i 'GGATATCAA 'J'ATTl^T "GAP TPGGUAGGTA CGGCGGCCGC 

r.r?Afvr?A7fi tac;t paaga 



60 
79 



(2) AMGA3EN ZU SEC ^E Mj : 2 4: 

( i ) SEC'UENZKENHZEI CHEN : 

( A J LANG E : 7 ? Eas er.paa r e 

( B ! ART: Nucleoid 

(C) S7RANGFOFM E rrei ~ t- r r» n rj 

( 2'} TDFOr.^GTE ! i r.Pn r 

(11) AK'I UEIa KOLEKULS: G^ncrr.-DNA 



(y.i) SECUEM::EE3 THFE2& TNG: SEQ ID NO: 2 4 
TCGAATCGAT TGAATTCCCC GGG ;TGGTGT AGAGTGGACC TGP AGAAGCT TAG TAG TAG' 
A G 3 C C TAG 3 G G C C T AT G G A 



60 
7 °> 



ANGABEN 71 : G?7 IT N. ■ 2 ' 
; 1 ) 2 GGPFNGK ENN7- EI G HEN 

t a ' lange ; n 

( B • ART N - . ' • - 
f '"" ' GT7 ANG ■ i . i 
( P 1 7G )2( •. ■ i 2 : 1 



L 1 ) 



7;ES M 7»l S KGT 



Fig. 16-0 
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(xi ) SEQUENZBESGHREI3JNG 



SEQ ID ND: 25: 



TGGGAGGTGC COCATGGT3G AGG7AGTGGC 



3 0 



(2) AN7-ABEN Z-J 3EQ ID NO: 26: 

'll S FQU FN K EMM Z RICH -2 N : 

(A) LANGE : 5 7 Bdser.pddit 

(B) ART: Mucleoud 

(C) STRANG FORM : E ir.zel Strang 

(D) TOFOLOGIE: linear 

(ill ART DES MOLEKULS: Genox-DNA 



(xi! seouen.', ejeschre ibung : ^eq :d no. 20. 

GTGGAAGGAG GGGAGCATGG GCCCCOC ACT GTCGGCCTGG CAGGCATCCT GC7GGTC 



(2) ANGABEN ZV GEQ ID NO: 2/': 

{ 1 ; SEg;jEN7.KENNZEICKEN : 

(A) LANGE : 2 4 Basenpaare 

( D i ART : Nuclco-id 

(2; STRANGE CRM : Einzeistranq 

(Di TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; Genom-DKA 



(xi) seq;jen::besghreibung : seq id no : 27 : 

GCAGTCGCAG CTGAAGCTGC CGAT 2 4 



(2) ANGABEN 3U SEQ TO NO: 28: 

i i i S EQ'JENZKENNZE ICHEN : 

( A i LANG E : 6 0 Basenpaare 

(B) ART: Nuclejtic 

(C) STRANG FORM: Einzel Strang 
{DJ TO PO LOG I E : linear 

(ii) ART DEc MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi: ^ FQ" I FN 7 3 E :~>G »4P F T R ■ JMG : S EQ ID KO • 2 ft : 
7PGAGGATGG AACCTTATGG ATGCCGGGAA TTCGGTACCG TGGACCTTGC AGGTGGACGG 60 



Fig. 16-P 
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SK-HEP1 Klon #368 
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Standard 

Pichia Negativkontrolle 
Pichia Produktionsstamm 



Fig. 18 
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